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Resumé 
I dette projekt er en kausalmodel for ændringer i blodets koncentration af komplementfaktoren C1q 
under udviklingen af Alzheimers sygdom (AD) forsøgt opstillet. Det ønskes klarlagt om en sådan 
model kan beskrive, hvorvidt C1q kan bruges som en biomarkør til diagnosticering af AD.  
For at kunne opstille en model for en koncentrationsændring af C1q i blodet er der taget 
udgangspunkt i litteratur vedrørende AD’s patologi og komplementsystemets respons på AD. Da 
det antages, at C1q under normale omstændigheder ikke kan passere kapillærvæggen i 
centralnervesystemet, har det ydermere været nødvendigt at inddrage litteratur om blod-
hjernebarrierens permeabilitet. I projektet sammensættes teorier og hypoteser, der er klarlagt ud fra 
litteraturen, til en kausalmodel.  
 
På baggrund af kausalmodellen afledes en hypotese for tilstedeværelsen af en 
koncentrationsændring af C1q i blodet. Hypotesen efterprøves eksperimentelt ved at sammenligne 
koncentrationerne af C1q i blod, cortex og cerebrospinalvæske hos vildtype mus med transgene 
mus, som har mutationer på generne for amyloid precurser protein og enzymet presenilin 1. 
Eksperimentet viste ingen synlig sammenhæng mellem koncentrationen af C1q og progressionen af 
AD-lignende ændringer i en musemodel for AD. 
 
Eksperimentet er ikke en afprøvning af den opstillede models fuldstændighed og konsistens, men af 
den heraf afledte hypotese. Vi konkluderer, at det eksperimentelle arbejde er for begrænset til at 
kunne afgøre modellens anvendelighed. Imidlertid har vi ikke fundet nogen afgørende argumenter 
for at forkaste den kausale model. 
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Abstract 
This project concerns the setting up of a causal model for changes in the concentration of 
complement factor C1q in the blood during the progression of Alzheimer’s disease (AD). It is 
desired to determine if such a model can describe whether or not C1q can be used as a biomarker 
for AD. In order to set up a model for the presumed concentration changes of C1q in blood this 
project takes its basis in a literature study of the pathology of AD and the response to AD of the 
complement system. Since C1q under normal circumstances cannot pass the capillary wall in the 
central nervous system it has furthermore been necessary to involve literature about the blood-brain 
barrier’s permeability. In this project theories and hypotheses which are established from the 
literature are put together to a causal model.  
 
The presence of the concentration changes that are predicted by the causal-model-driven hypothesis 
are analysed experimentally. The experimental analysis is done by comparing the concentration of 
C1q in blood, cortex and cerebrospinal fluid from, respectively, transgenic mice with mutations in 
the genes coding for amyloid precursor protein and the enzyme presenilin 1, and wildtype mice. 
The experiment did not show any accordance between the concentration of C1q and the progression 
of AD-like changes in a mouse model for AD. 
 
The experiment is not a test of the causal model’s completeness and consistence but of the derived 
hypothesis. We conclude that the experimental study is too limited to decide whether or not the 
model is usable. However, we have not found any decisive arguments to reject the causal model. 
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1 Forord 
 
Projektet er udarbejdet i foråret 2007, og er et 2. semesterprojekt på det naturvidenskabelige 
basisstudium på Roskilde Universitetscenter, der giver 15 ETCS point. 
Opgavebyrden i projektet har været ligeligt fordelt mellem projektgruppens syv medlemmer. 
 
Projektet er opdelt i tre dele. Den første del af projektet strækker sig fra kapitel 4 til og med 9. Her 
gennemgås den baggrundsviden, der er nødvendig for at opstille kausalmodellen samt selve 
opstillingen af modellen. Afsnittene 7.2 og 7.4 samt kapital 8 er helt nødvendige for at kunne 
forstå modellen. Har læseren et detaljeret kendskab til de grundlæggende kendetegn ved 
Alzheimers sygdom, komplementsystemet samt anatomien og fysiologien bag blod-hjernebarrieren 
er kapitel 4 og 6 samt afsnit 7.1 ikke nødvendige for forståelsen af modellen.  I anden del af 
projektet, kapitel 10, afprøves kausalmodellens hypotese eksperimentelt. I denne del præsenteres 
eksperimentet samt dets resultater. I tredje del af projektet diskuteres modellens hypotese på 
baggrund af resultaterne samt modellens fuldstændighed og konsistens. Dette gøres i kapitel 11. 
 
Da det kun er de centrale pointer i den relevante baggrundsviden, der ridses op, forventes det, at 
læseren har kendskab til menneskets grundlæggende fysiologi og anatomi. Målgruppen for dette 
projekt er bachelorstuderende på 5.-6. semester indenfor de humanbiologiske discipliner. 
 
Overskriften til semesterbindingen, der er tilknyttet 2. semester, er ”modeller, teorier og 
eksperimenter i naturvidenskab” [Studienævnet for det naturlige basisstudium, 2006, s. 36]. 
Semesterbindingen lægger i høj grad op til et projekt, der omhandler problemstillinger af 
grundvidenskabelig karakter. Projektet har nødvendigvis ikke en direkte praktisk anvendelse som 
mål. Vores projekt er i sit udgangspunkt anvendelsesorienteret, idet en biomarkør målt i blodet ville 
give en nem og hurtig diagnosticeringsmetode til en meget udbredt sygdom som AD. Imidlertid 
kommer vi i vores undersøgelse af den mulige biomarkør C1q, som vi selv har foreslået, ud i en 
række spørgsmål af grundvidenskabelig karakter. Som det vil fremgå af kapitel 4 om Alzheimers 
sygdom og det efterfølgende om Amyloidhypotesen, har vi i vores litteraturstudium måttet tage 
stilling til hvad, der betragtes som sikker viden omkring sygdommen, og hvad, der i højere grad 
endnu er hypotese. Idet vi har opstillet en kausalmodel ud fra en række af hinanden uafhængige 
hypoteser og teorier, har vi blandt andet måtte forholde os til den grundvidenskabelige 
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problemstilling, der ligger i forholdet mellem fuldstændighed og konsistens for enhver biologisk 
model. Derfor forholder projektet sig til sammenspillet mellem model, teori og eksperiment. 
 
I projektet er der gjort brug af adskillige forkortelser. Første gang disse anvendes er ordet skrevet i 
sin fulde længde. Desuden forefindes en oversigt over samtlige forkortelser på side 3. Ydermere er 
der en forklarende ordliste på side 71. Ord, der er at finde i denne, er i kursiv første gang de nævnes. 
På side 83 er en oversigt over samtlige figurer samt en beskrivelse af hvilke kilder, der har ligget til 
grund for figurens tilblivelse. 
 
Bagerst i projektet er vedlagt en CD-ROM. Denne indeholder det meste af den litteratur vi har 
henvist til i projektet samlingen er ikke fuldstændig, da vi kun har vedhæftet den litteratur, vi har 
haft elektronisk adgang til. Bøger og artikelsamlinger er derfor ikke at finde på CD’en. Udover 
litteratursamlingen indeholder CD’en også de figurer vi har brugt samt vores forsøgsresultater. 
Derudover findes en elektronisk version af projektet samt en poster over projektet. 
 
Vi vil gerne takke post.doc. Rikke Lewinsky og laboratorieoverassistent Kirsten Olesen for deres 
hjælp med det eksperimentelle arbejde i praktisk samt læringsmæssig henseende. Sidst, men ikke 
mindst, vil vi gerne takke vores projektvejleder lektor Cathy Mitchelmore. 
 
 
Roskilde, den 4. juni 2007 
 
Projektet er udarbejdet af: 
 
______________________ 
Derya Aslan 
______________________ 
Johanne Gudmand-Høyer 
______________________ 
Elisa Pouline Jensen 
______________________ 
Jeppe Kari 
______________________ 
Maria Elena Klibo Lie 
______________________ 
Sofie Sylvest Nielsen 
______________________ 
Johan Olsen 
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2 Forkortelser 
Aβ: β-amyloid  
AD: Alzheimers sygdom (eng. Alzheimer’s Disease) 
APO E: A polipoprotein E 
APP: amyloid precursor protein 
APPswe: APP med Swedish mutation 
BBB: Blod-hjernebarrieren 
CCE: Calcium/calmodulin-afhængige enzymer 
cAMP: Cyklisk adenosinmonofosfat 
cGMP: Cyklisk guanosinemonofosfat 
CNS: Centralnervesystemet 
CSF: Cerebrospinalvæske (eng. Cerebrospinal fluid) 
C-terminal: carboxylsyre-terminal 
CVO: Cirkumventrikulære organer  
C1q: Komplementfaktor 1q (Complementfactor1q) 
EC: Endothelcelle 
IL-1β: Interleukin-1β 
H1R: Receptor 1 på histamin 
H2R: Receptor 2 på histamin 
ISF: Interstitialvæske (eng. Interstitiel fluid) 
JAM: Juncional adhesion molecules 
kDa: Kilo Dalton 
MAC: Membran angribende kompleks (eng. Membrane attack complex) 
NO: Nitrogenmonooxid 
N-terminal: Amino-terminal 
PLC: Fosforlipase C 
PKA: Protein kinase A 
PKC: Protein kinase C 
P-gp: P-glykoprotein 
PS1: Presenilin 1  
PS2: Presinilin 2 
sER: Det glatte endoplasmatiske reticulum (eng. Smooth endoplasmatic reticulum) 
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TNFα: Tumor necrosis factor α 
TG: Transgen 
TJ: Tight junction 
ZO: Zona occludens protein 
WT: Vildtype (eng. Wild type) 
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3 Indledning 
Der findes flere forskellige former for demens, hvor den hyppigst forekommende er Alzheimers 
sygdom (AD). AD blev første gang beskrevet i 1906 af den tyske psykiater Alois Alzheimer 
[Bonifati & Kishore, 2007; Waldemar, 2006]. 
I Danmark er der ca. 40.000 patienter med AD, og hvert år diagnosticeres der ca. 7000 nye tilfælde 
[Czarna et al., 2006]. Der ses en løbende sammenhæng mellem antallet af diagnosticerede AD 
tilfælde med alderen således, at 30 % af de personer, der fylder 80 år, lider af AD. AD er dog på 
nuværende tidspunkt ikke blevet diagnosticeret hos personer under 40 år [Psykiatrifonden, 2007]. 
Det er kun 1-5 % af alle AD tilfælde, der er arveligt betingede, resten er sporadiske [Czarna et al., 
2006]. På verdensplan udgør de sporadiske tilfælde ca. 15 millioner. [Blennow et al., 2006]. 
 
AD er en fremadskridende neurodegenerativ sygdom, der medfører kognitive svækkelser som fx 
nedsat hukommelse, sprogbesvær og som følge deraf depressioner. Disse svækkelser er 
irreversible og derfor forstærkes symptomerne i takt med sygdommens progression [Alzheimer 
Foreningen, 2007a]. Det karakteristiske ved AD er, at der i hjernen både ses ekstracellulære 
aggregater af proteinet β-amyloid (Aβ) kaldet plaques og intracellulære fibriller kaldet tangels 
[Bonifati & Kishore, 2007]. 
 
Da AD som nævnt er irreversibel, forudsætter en optimal behandling ikke alene, at der udvikles en 
behandlingsmetode men også, at sygdommen diagnosticeres tidligt [Psykiatrifonden, 2007]. En 
entydig diagnose af AD kan i dag først stilles post mortem ved obduktion. Den nuværende 
diagnose stilles på baggrund af en psykologisk test, der fastslår en signifikant svækkelse af 
hukommelsen samt mindst én anden kognitiv funktion fx sprogbrug. I forlængelse heraf kan en 
scanning foretages for at udelukke andre sygdomme i hjernen [Alzheimer Foreningen, 2007b]. På 
nuværende tidspunkt forudsætter en diagnosticering, at AD er så fremskreden, at ovennævnte 
kriterier opfyldes [Psykiatrifonden, 2007].   
 
Problemet med at stille en tidligere AD diagnose kan muligvis løses ved brug af biomarkører, 
hvorfor der i dag forskes indenfor biomarkører til diagnosticering af AD. En biomarkør er i denne 
sammenhæng et protein, hvis koncentration ændres i forbindelse med sygdommens progression. 
En måling af koncentrationen af et sådan protein kan derfor tjene som en indikator for en sygdom 
som AD.   
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I forskningen efter biomarkører i cerebrospinalvæsken (CSF), som er den væske, der danner det 
beskyttende lag omkring hjernen og rygmarven [Moss & Møller, 2006], er der fundet flere 
brugbare biomarkører [Czarna et al., 2006]. CSF afspejler tilnærmelsesvis hjernens koncentration 
af givne biomarkører. Der er fundet tre biomarkører i CSF, som ved kombination danner grundlag 
for en test med en høj specificitet og sensitivitet, hvilket derfor giver et godt kriterium for 
diagnosticering af AD [Czarna et al., 2006].  
Prøveudtagningen af CSF er imidlertid ikke et rutineindgreb, men er smertefuld og dyr, hvorfor 
biomarkører i blod vil være at foretrække [Irizarry, 2004]. For at kunne gøre brug af biomarkører i 
blodet til diagnosticering af AD, er det nødvendigt at vide, hvilke ændringer i hjernen AD 
indebærer, og om nogle af disse kan detekteres i blodet.  
 
Den dominerende forklaring bag de ændringer, der ses i hjernen ved AD, er i dag 
Amyloidhypotesen. Ifølge denne hypotese er det plaques af proteinet Aβ i hjernen, der ligger bag 
den videre sygdomsudvikling, og fx ikke de neurofibrillære tangles [Hardy og Selkoe, 2002]. 
Denne hypotese er opstillet på baggrund af, at der er konstateret en sammenhæng mellem antallet 
af plaques og graden af demens [Blennow et al., 2006]. Udvekslingen af stoffer mellem blod og 
hjerne er ikke fri, men styres nøje over kapillærernes vægge. Denne kontrol kaldes blod-
hjernebarrieren (BBB) [Geneser, 2004, s. 393]. I forskningen efter biomarkører i blodet er det 
derfor nødvendigt at se på hvilke stoffer, der ændres som følge af AD, og om disse eventuelt kan 
passere BBB.  
 
Aggregeringen af Aβ menes at forårsage en inflammatorisk respons. Ved en inflammatorisk 
respons aktiveres den del af immunforsvaret, der kaldes komplementsystemet til en 
kaskadereaktion, hvor flere proteiner kaldet komplementfaktorer indgår [Bonifati & Kishore, 
2007]. I forskningen efter en biomarkør for AD vil det derfor være oplagt at se hvilke af disse 
komplementfaktorer, der kan passere BBB. Undersøgelser har vist, at mRNA for 
komplementfaktor C1q, er opreguleret i cortex i forbindelse med AD [Yasojima et al., 1999] og, at 
dette sker tidligt i sygdomsudviklingen [Emmerling et al., 2000]. Forudsat, at C1q kan passere 
BBB, kan det derfor tænkes, at den kan anvendes som en tidlig biomarkør for AD. 
 
Vi vil derfor i dette projekt forsøge at afdække følgende problemformulering. 
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3.1 Problemformulering 
Kan vi opstille en kausalmodel for ændring i koncentrationen af komplementfaktoren C1q i blodet 
ved Alzheimers sygdom, således at C1q kan bruges som biomarkør til diagnosticering heraf? 
3.1.1 Uddybning af problemformuleringen  
Specifikt er målet med projektet at opstille en kausalmodel for en ændring i koncentrationen af 
komplementfaktor C1q i blodet ved Alzheimers sygdom. På baggrund af modellen udledes en 
hypotese med henblik på eksperimentel at vurdere C1q som biomarkør.  
 
Med kausalmodel menes der en model, som beskriver sammenhæng og årsag, og ikke en kvantitativ 
model. Det vil sige, at der ikke ud fra ændringer i størrelsen af forskellige parametre kan beregnes 
en eksakt koncentrationsændring. Modellen tager udgangspunkt i et litteraturstudie, og bygger 
derved på hypoteser og teori indenfor relevante områder, der er centrale for at opstille en 
kausalmodel. For at vurdere modellens hypotese vil der i projektet foreligge et eksperimentelt 
arbejde. Det eksperimentelle grundlag er spinkelt i vores projekt, idet der kun indgår eksperimentelt 
materiale fra 4 mus. Den eksperimentelle afprøvning af hypotesen giver derfor ikke et statistisk 
sikkert resultat. Formålet med det eksperimentelle arbejde er derfor at undersøge og klarlægge de 
problemstillinger, der opstår i forholdet mellem en teoretisk opstillet model og afprøvningen af dens 
hypotese. 
 
Der er forskellige definitioner på, hvad en biomarkør er. En af disse er: ”En karakteristik, som 
måles objektivt og vurderes som indikator for normale biologiske processer, patologiske processer 
eller farmakologiske effekter af en terapeutisk intervention” [Hansen, 2005, s. 2183]. Dette er en 
relativ bred definition, hvor fx målinger som blodtryk og højde også indgår. I dette projekt ses der 
på en undergruppe af biomarkører, der omfatter en koncentrationsændring af et givent protein 
[Hansen, 2005] her C1q. En biomarkør er ideelt set målelig i serum med en høj specificitet og 
sensitivitet på en sådan måde, at den kan anvendes til at diagnosticere en sygdom, før kliniske 
symptomer kan observeres [Hansen, 2005]. 
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3.2 Metode 
I opstillingen af kausalmodellen for sammenhængen mellem en koncentrationsændring af C1q i 
blodet og AD, har vi taget udgangspunkt i et litteraturstudie. Modellen i projektet er opstillet ved at 
koble de ud fra litteraturen klarlagte elementer sammen.  
 
For at opstille kausalmodellen redegøres for hvilke patologiske ændringer, der sker i forbindelse 
med AD. Ved AD ses der, som tidligere nævnt både plaques og tangles, men for at finde en 
biomarkør, der kan bruges tidligt i forløbet, er det relevant at se på hvad, der ligger til grund for den 
videre sygdomsudvikling. Ifølge Amyloidhypotesen, som vi i dette projekt tager udgangspunkt i, er 
det plaques, der er den primære årsag til AD. Plaques samt oligomere af Aβ fremkalder en 
inflammatorisk respons, idet komplementsystemet aktiveres. For at beskrive eventuelle 
koncentrationsændringer af C1q, redegøres for interaktionen mellem C1q og Aβ. Da AD ifølge 
Amyloidhypotesen er en sygdom i CNS, forudsætter en koncentrationsændring af C1q i blodet, at 
C1 kan passere BBB. Da dette kun kan lade sig gøre hvis BBB’s permeabilitet ændres, redegøres 
for hvilke stoffer i forbindelse med Aβ, der kan inducere en sådan ændring. På baggrund af teori og 
hypoteser om ovenstående elementer, opstilles der en kausalmodel for sammenhængen mellem AD 
og C1q’s koncentration i blodet. Ud fra modellen afledes en hypotese om hvorvidt en ændret 
koncentration af C1q i blodet på grund af AD kan forventes. Hypotesen afprøves eksperimentel 
med henblik på at afgøre anvendeligheden af C1q som biomarkør. 
 
Med udgangspunkt i de enkelte elementer, som projektet bygger på, diskuteres modellens 
fuldstændighed og konsistens. Endvidere diskuteres modellens anvendelighed på baggrund af det 
eksperimentelle arbejde. I en diskussion af anvendeligheden tages der således ikke udgangspunkt i 
de enkelte dele, men om der er overensstemmelse mellem modellens hypotese om en 
koncentrationsændring af C1q i blodet og de eksperimentelle resultater. 
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4 Alzheimers sygdom 
Alzheimers sygdom er kendetegnet ved degenerering af vævet i hjernen, hvilket resulterer i tab af 
forskellige kognitive funktioner fx hukommelse og sprogbesvær. Ved AD rammes forskellige 
områder i hjernen heriblandt entorhinal cortex, hippocampus, den basale forhjerne og amygdala 
[Czarna et al., 2006; Mattson, 2004]. 
  
De neurologiske træk, der går igen ved AD patienter, er såkaldte plaques, som er proteinaflejringer 
samt neurofibrillære tangles, der er intracellulære fibriller (se figur 1) [Czarna et al., 2006]. 
Ydermere ses der ændringer i blodkarrenes vægge og mængden af forskellige transmitterstoffer 
reduceres. Et af de transmitterstoffer, der sænkes er acetylkolin, der hænger sammen med de 
kognitive funktioner. De kognitive centre i hjernen benytter acetylcholin som transmitterstof, og jo 
lavere koncentrationen af acetylkolin i disse centre er, jo dårligere bliver de kognitive funktioner 
[Alzheimer foreningen, 2007c].  
 
 
Figur 1 En AD patients neuroner, hvor udformningen af ekstracellulære plaques og intracellulære tangels ses i 
forhold til raske neuroner [Efter Alzheimer’s Association, 2007]. 
 
4.1 Plaques 
Plaques dannes på grund af aggregeringer af proteinet Aβ. Aβ opstår ved spaltning af det 
integrerede membranprotein amyloid precursor protein (APP), der er mellem 695-770 aminosyrer 
langt. APP er til stede i hele kroppen, og i hjernen dannes det af neuroner oftest i udgaven APP695. 
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Der er endnu ikke et fuldstændig overblik over APP’s specifikke funktion, dog synes det at have en 
vigtig rolle i både regulering af neuronoverlevelse og den synaptiske plasticitet [Mattson, 2004].   
 
Der er to konkurrerende nedbrydningsveje for APP (se figur 2). Ved den ene kløves APP af 
enzymet α-secretase, hvilket betyder, at amino-enden (N-terminalen) bliver til det ekstracellulære 
fragment kaldet sAPPα og carboxylsyre-enden (C-terminalen) bliver til et 83 aminosyrer langt 
membranbundet fragment (C83). Denne nedbrydningsvej resulterer ikke i Aβ dannelse,  da α-
secretase spalter APP inde det domæne, der ellers kan danne Aβ [St. George-Hyslop, 2000; 
Mattson, 2004; Gandy, 2005].  
Ved den anden nedbrydningsvej spaltes APP af et membranbundet enzym kaldet β-secretase, 
hvorved der dannes et ekstracellulært sAPPβ fragment og et membranbundet fragment (C99). Dette 
fragment indeholder 99 aminosyrer, hvori de 40-42 aminosyrer, der kan spaltes til Aβ40-42, sidder 
[St. George-Hyslop, 2000; Gandy, 2005]. C99 spaltes i cellemembranen af γ-secretase og danner et 
intracellulært domæne (AICD på figur 2), der kan translokeres ind i cellekernen, hvor det kan 
aktivere genekspressionen af apoptose gener [Mattson, 2004]. Det ekstracellulære fragment, der 
dannes ved spaltning af C99 er Aβ40-42. Aβ42 produceres i meget lavere mængder end Aβ40 
[Golde, 2003], men begge udgaver af Aβ menes at kunne klumpe sammen, dog synes Aβ42 at gøre 
det langt hurtigere end Aβ40 (se figur 2) [Emmerling et al., 2000].  
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Figur 2 Spaltning af det membranbundne Amyloid Precursor Protein (APP). APP spaltes af enzymerne α-, β- og 
γ-secretase ad to forskellige nedbrydningsveje. Ved spaltningen med β- og γ-secretase dannes Aβ40-42, hvilket 
ikke sker ved spaltningen med α-secretase [Efter Gandy, 2005, s. 1122] 
 
Der er endnu ikke et fuldstændigt overblik over, hvad det er, der netop får Aβ42 til at klumpe 
sammen. Den grundlæggende opfattelse omkring Aβ aggregering er, at opløst Aβ undergår en 
konformationsændring således, at proteinet får flere β-sheets. Denne misfoldning giver proteinet en 
tendens til at aggregere og samle sig i oligomerer og senere plaques. Særligt Aβ42-typen har 
tendens til at danne plaques, og kan yderligere påvirke andre typer af Aβ til at undergå 
misfoldningen [Blennow et al., 2006]. Plaques kan virke toxiske på neuroner, og kan derved 
forårsage neurondød [Golde, 2003]. 
4.2 Tangels 
Neurofibrillære tangels opstår på grund af hyperfosforylering af det microtubuli associerede protein 
tau, hvilket medfører en ændring i proteinstrukturen af tau [Czarna et al., 2006]. Microtubuli har 
sædvanligvis til opgave at afstive og stabilisere cellens cytoskelet samt at danne grundlag for 
aksontransport [Geneser, 2004, s. 110 ]. Tau stabiliserer microtubuli i forhold til hinanden, derfor 
vil en hyperfosforylering af tau medføre, at neuronernes cytoskelet ikke stabiliseres optimalt, 
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hvorved tangels opstår. Som følge heraf kan neuronerne ikke opretholde strukturen og derfor heller 
ikke deres funktion [Blennow et al., 2006]. 
4.3 Arvelig og sporadisk Alzheimers 
På nuværende tidspunkt er der kendskab til fire gener, som kan sættes i sammenhæng med 
disponering for arvelig AD. Det er generne for enzymerne presenilin 1 og 2 (PS1, PS2), genet for 
APP og genet for apolipoprotein E (ApoE), som alle nedarves autosomalt dominant [de Leon, 
1999]. 
 
Der findes tre forskellige isoformer af ApoE henholdsvis Apo- E2, E3 og E4. Individer, hvor Apo 
E4 er udtryk på det ene- eller på begge alleler, vil risikoen for AD være betydelig øget, da det 
menes, at Apo E4 reducerer Aβ fjernelsen og derved øger Aβ aggregeringen [Mattson et al. 2004].  
γ-secretase består af fire forskellige proteiner, hvor proteinet med det aktive site er presinilin.  
PS1 og PS2 er to homologe membranprotestaser. Både PS1 og PS2 synes, da de er en del af γ-
secretase at være centrale co-faktorer i spaltningen af APP (se tabel 1) [Golde, 2003]. 
  
Kromosom  Gen Resultat af genfejl 
21 APP Overproduktion af Aβ peptider. 
19 ApoE4 Øger densitet af Aβ42 plaques 
og vaskulære aggregeringer af 
Aβ. 
14 PS1 Overproduktion af Aβ42. 
1 PS2 Overproduktion af Aβ42. 
Tabel 1 Oversigt over hvilke kromosomer og gener, der sættes i forbindelse med arvelig AD [Selkoe, 2001, s. 95]. 
 
Det er forskelligt, hvornår AD kommer til udtryk fra person til person, da det afhænger af hvilket 
gen, der er en mutation på. Når mutationen er i APP-, PS1- eller PS2 genet er det sat i forbindelse 
med tidlig udvikling af AD, hvorimod E4 allelen af ApoE er sat i forbindelse med en sen udvikling 
af AD [St. George-Hyslop, 2000]. 
 
Som det fremgår af ovenstående menes det, at der er en overproduktion af Aβ ved arvelig AD, 
hvorimod det ved den sporadiske form muligvis kan skyldes fejl i Aβ fjernelsen [Blennow et al., 
2006]. 
 13
4.4 Biomarkører i cerebrospinalvæsken 
Tau kan fosfyleres på forskellige lokaliteter af proteinet. Undersøgelser viser, at en fosforylering 
kan finde sted på cirka 40 forskellige sites. Der findes forskellige udgaver af tau i 
cerebrospinalvæsken (CSF) og tilsammen kaldes alle udgaverne total tau. Total tau ses forhøjet i 
CSF hos AD individer i forhold til en kontrolgruppe af ikke-demente personer. En cirka tre gange 
så høj koncentration af total-tau i CSF ses ved 85 % af de personer, der har AD. 
Koncentrationsforøgelsen af total tau er dog alene ikke specifik for AD, da den også ses ved fx 
Creutzfeldt-Jakobs sygdom [Czarna et al., 2006].  
Den udgave af tau, som er fosforyleret på aminosyre 181 kaldes fosforyleret tau. Denne udgave er 
forhøjet i CSF hos personer med AD. Både total tau og fosfyleret tau kan være indikatorer for 
progressionen af AD [Czarna et al., 2006]. 
De tre biomarkører Aβ, fosforyleret- og total tau, der kan identificeres i CSF kan kombineres i en 
test, hvor Aβ er signifikant lavere og fosforyleret- og total tau skal være signifikant forhøjet. Denne 
kombination giver en specificitet på 97 % og en sensitiviet på 68 % og kan derfor benyttes i 
kombination til at diagnosticere AD [Czarna et al., 2006]. 
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5 Amyloidhypotesen 
Selv blandt AD specialister er der stor uenighed om, hvad Alzheimer sygdommen egentligt er. Det 
fremgår af de forskellige hypoteser for, hvordan sygdommen på et molekylært niveau opstår 
[Gandy, 2005]. Allerede for 100 år siden beskrev Alois Alzheimer i sit neuropatologiske billede af 
sygdommen pletterne ”miliary bodies” (plaques). Der har været stor fokus på disse plaques, siden 
det blev klart, at der er en forbindelse mellem antallet af plaques og graden af demens. Imidlertid 
var det først i midten af 1980’erne, at det lykkedes at identificere Aβ som kernen af de uopløselige 
plaques [Blennow et al., 2006]. En ubalance mellem Aβ-dannelse og Aβ-fjernelse ligger ifølge en 
hypotese kaldet Amyloidhypotesen til grund for sygdomsudviklingen, herunder bag dannelsen af de 
karakteristiske neurofibrillære tangles. Amyloidhypotesen foreslår, at aggregeringen af Aβ i hjernen 
er den mest betydende årsag bag sygdomsudviklingen af AD (se figur 3) [Hardy & Selkoe, 2002]. 
 
 
Figur 3 Ifølge Amyloid hypotesen ligger en ubalance imellem Aβ-dannelse og Aβ-fjernelse bag resten af 
sygdomsudviklingen, herunder også bag dannelsen af neurofibrillære tangles. I den familliære form for AD er 
der tale om en overproduktion af Aβ, mens der i den sporadiske form for AD er tale om en fejl i fjernelsen af Aβ 
[Efter Blennow et al., 2006, s. 390]. 
 
Der er endnu ikke blevet påvist en specifik neurotoksikologisk type af Aβ med en virkemåde, som 
har kunnet forklare dysfunktion i nervesynapserne. Dette er et af de spørgsmål, der gør, at 
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Amyloidhypotesen stadig opfattes som kontroversiel [Hardy & Selkoe, 2002]. Studier tyder 
imidlertid på, at det måske er oligomererne af Aβ, der spiller en vigtig rolle i dysfunktionen af 
neuronerne [Baron et al., 2007; Hardy & Selkoe, 2002]. Dette har ført til en modificeret udgave af 
Amyloidhypotesen, der lægger vægt på toksiciteten af de oligomerer former af Aβ, frem for 
toksiciteten af plaques [Lee et al., 2006; Tanzi, 2005]  
  
Som det også vil fremgå i projektets ”Diskussion”, er der forskellige svagheder ved 
Amyloidhypotesen. Der er imidlertid ingen af de nuværende opfattede svagheder, der giver en 
afgørende grund til at afvise hypotesen. Tilsammen peger de dog på vigtige huller i vores forståelse 
af AD som fx, hvordan Aβ kan forårsage dysfunktion i nervesynapserne [Hardy & Selkoe, 2002]. 
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6 Barrieresystemer i centralnervesystemet 
Set ud fra Amyloidhypotesen er AD en sygdom, der har sin oprindelse inde i centralnervesystemet 
(CNS). I forskningen efter et protein, der kan bruges som biomarkør til diagnosticering af AD i 
blodet, er det derfor nødvendigt at se på passagen inde fra CNS ud til blodet.  
 
Hjernen og rygmarven ligger beskyttet i et lag af væske kaldet cerebrospinalvæsken (CSF). Der er 
nærmest fri passage mellem CSF og væsken mellem cellerne i hjernevævet, som kaldes 
interstitialvæsken (ISF). Indholdet i CSF svarer derfor til indholdet i ISF [Geneser, 2004, s. 362, s. 
382; Moos & Møller, 2006, s.92]. Det er derfor formentligt i CSF, der er størst sandsynlighed for at 
finde mulige biomarkører for AD [Irizarry, 2004]. I dag er der blevet identificeret tre anvendelige 
biomarkører i CSF, som kan bruges i forbindelsen med diagnosticeringen af AD. Disse er, som før 
omtalt i kapitel 4, totalt-tau og fosforyleret-tau, hvis koncentrationer er forhøjede, og Aβ42, som har 
nedsat koncentration hos AD patienter [Czarna et al., 2006].  
 
Den nuværende diagnosticering sker via en CFS-prøve, der både er dyr, ubehagelig og 
tidskrævende at tage i forhold til, hvis det var muligt at identificere en biomarkør i blodet [Irizarry 
2004; Czarna et al., 2006]. Hjernens væsker er dog adskilt fra blodet af en barriere kaldet blod-
hjernebarrieren (BBB). Denne barriere er nødvendig, idet det er særligt vigtigt, at miljøet i hjernen 
holdes konstant. For eksempel vil en ændring i koncentrationen af ionerne natrium og kalium 
påvirke nervecellernes aktivitet [Geneser, 2004, s. 383]. Idet der ikke er fri passage for stoffer over 
BBB, vil en biomarkør, der er til stede i hjernen ikke nødvendigvis være til stede i blodet. Det er 
derfor interessant at se på, om C1q kan passere fra CSF og ISF til blodet og dermed eventuelt 
anvendes som biomarkør i blodet.  
  
For at sikre en grundlæggende forståelse for CSF, vil der i afsnittet 6.1 blive redegjort for CSF’s 
dannelse, cirkulation og filtration tilbage til blodet. Derefter vil BBB’s grundlæggende opbygning, 
funktion og permeabilitet blive gennemgået i 6.2 for at danne grundlag for at kunne vurdere om 
C1q kan passere BBB. Da studier endvidere har vist, at inflammatorisk mediatorer kan øge 
permeabiliteten af BBB ved at påvirke proteiner, der danner tight junctions (TJ), der er tætte 
sammenhæftninger mellem endothelcellerne, vil der foreligge en nærmere uddybning af TJ i 
afsnittet 6.2.1.  
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6.1 Cerebrospinalvæsken 
 
CSF er en klar farveløs væske, der ligger i hulrum inde i CNS (ventriklerne og centralkanalen) og i 
rummet under den midterste hjernehinde (subarachnoidalrummet) [Geneser, 2004, s. 382]. 
Mennesket rummer ca. 150 mL CSF. Der er en konstant udskiftning af væsken, idet der hvert døgn 
dannes ca. 500 mL. Indholdet af protein i CSF’s er betydeligt lavere end blodets [Bjåle et al., 2004, 
s. 69].  
  
I alle fire ventrikler (de to laterale ventrikler, den 3. ventrikel og den 4. ventrikel) findes nogle 
udposninger af kapillærer, som er beklædt med den inderste hjernehinde (pia mater). Disse kaldes 
plexus choroideus (se figur 4), og det er ved en selektiv filtration af arterielt blod igennem disse, at 
CSF dannes [Bjarkam, 2004, s. 44].  
 
Fra de laterale ventrikler er der åbninger til den 3.ventrikel, mens der fra den 3. ventrikel til den 4. 
ventrikel løber en kanal (se figur 4) [Geneser, 2004, s. 385]. I den 4. ventrikel findes åbninger, 
hvorigennem CSF løber ud i det subarachnoidalerum. Heri fortsætter væsken ned langs rygmarven 
eller op over overfladen af hjernen. Til sidst kommer væsken tilbage til blodet via udposninger af 
arachnoidea (granulationes arachnoideae) i kanaler i hjernens yderste hinde dura mater (sinus 
venosi durales), hvor hjernens veneblod samles [Nørby (red.), 2005, 703, 483,1097].   
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Figur 4 På figuren ses cerebrospinalvæskens cirkulation fra den dannes i plexus choroideus i de fire ventrikler, 
hvorfra det løber ud i det subarachnoidale rum og ned langs rygmarven, indtil det til sidst filtreres tilbage i 
blodet via granulationes arachnoidale [Efter Medtronic, 2007; Bjarkam, 2004, s. 44] 
 
6.2 Blod-hjernebarrieren 
I centralnervesystemet er kapillærerne hovedsageligt af den type, der kaldes kontinuerlige 
kapillærer. Denne type kapillærer har meget tætte sammenhæftninger som nævnt tight junction (lat. 
zonula occludens) mellem de epithelceller, der beklæder indersiden af blodkarrene (endothelceller) 
[Geneser, 2004, s. 382, 397; Bjarkarm, 2004, s. 52]. TJ forhindrer stoffer fra blodbanen i at passere 
mellem cellerne og ud i det omkringliggende væv [Geneser, 2004, s. 382, 397; Bjarkarm, 2004, s. 
52]. Stoffer fra blodbanen er derfor nødt til at passere igennem endothelcellerne for at nå CNS, 
hvorved endothelcellernes gennemtrængelighed og transportsystemer styrer hvilke stoffer, der når 
nervecellerne. Dette kaldes blod-hjernebarrieren (se figur 5 og figur 6(1)). [Bjarkarm, 2004, s. 52]. 
BBB vanskeliggør giftstoffers og bakteriers passage ind til nervevævet og regulerer transporten af 
essentielle stoffer ind og ud af CNS [Moos & Møller 2006, s.258]. 
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Figur 5 Figuren illustrerer hvorledes kapillæren er omgivet af endothelceller, der er knyttet sammen med tight 
junctions. Da al stoftransport på grund af disse tight junctions skal foregå igennem endothelcellerne skaber 
strukturen en afgrænsning mellem blodet og hjernen, kaldet blod-hjernebarierren [Efter Solvo 2007] 
 
Udover endothelcellerne indgår pericytter og astrocytter også i regulationen af stofudvekslingen 
over BBB [Pardridge, 1999]. Omkring endothelcellerne (endothelet) ligger en membran kaldet 
basalmembranen, som adskiller astrocytter og pericytter fra endothelet [Zlokovic, 2005]. 
Astrocytterne, som er gliaceller, omslutter ca. 99 % af endothelet [Pardridge, 1999]. Disse gliaceller 
hjælper til ved nydannelse af kar og dannelse af TJ mellem epithelcellerne. Pericytternes funktion er 
at frigive stoffer, der medvirker i den vaskulære regulerende nydannelse og omdannelse af kar samt 
regulering af blodgennemstrømningen [Zlokovic, 2005].  
 
Grundlæggende har hydrofile stoffer svært ved at passere endothelcellernes membran, mens 
hydrofobe stoffer og gasser lettere kan passere igennem [Bjarkam, 2004, s. 52]. Derudover findes 
både transportører, der hjælper specifikke stoffer fra blodbanen med at komme ind i CNS og 
transportører, der fjerner stoffer fra CNS ud i blodet [Geneser, 2004, s. 382]. For eksempel bliver 
Aβ (herunder Aβ40 og Aβ42) transporteret over BBB ved hjælp af transportører i endothelcellernes 
membran. Disse transportører menes at være P-glykoprotein (P-gp) og LDL receptor-related 
protein-1. P-gp sidder i den luminale side af endothelcellerne, og kan ved forbrug af energi 
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transportere blandt andet Aβ40 over BBB. Kombinationen af disse aktive transportsystemer og 
membranens selektivitet gør det muligt at styre den samlede stoftransport ind og ud af hjernen 
ganske præcist [Taylor (red.) 2005, s.1, 36, 107]. 
 
 
Nogle steder er barrieren mellem CNS og resten af kroppen anderledes. Den midterste af hjernens 
tre hinder arachnoidea, danner en blod-cerebrospinalvæskebarriere mellem CSF i det 
subarachnoidale rum omkring hjernen og blodet i kapillærerne i den yderste hjernehinde dura mater. 
Kapillærerne i dura mater er af typen fenestrerede kapillærer [Zheng & Chodobski (red.), 2005, s. 
5]. Navnet kommer af, at endothelcellerne i disse kapillærer har områder, hvor cellen er fladet ud, 
og hvor der findes såkaldte runde fenestrationer (”vinduer”), som har en membran, der er tyndere 
end en almindelig cellemembran [Geneser, 2004, s. 398 og s. 383]. Mellem arachnoideas 
epithelceller er der TJ, hvilket sørger for, at der ikke er fri passage mellem CSF i det 
subarachnoidale rum og blodet i de fenestrerede kapillærer i dura mater (se figur 6(3)) [Geneser, 
2004, s. 383; Zheng & Chodobski (red.), 2005, s. 5; Moos & Møller, 2006, s. 258].  Til gengæld er 
der næsten fri passage mellem CSF i det subarachnoidale rum og CNS, da den inderste hjernehinde, 
pia mater, som ligger herimellem ikke har TJ mellem hindens epithelceller [Zheng & Chodopski 
(red.), 2005, s.85].  
 
Ligeledes er barrieren anderledes i plexus choroideus, hvor CSF dannes. I plexus choroideus poser 
aterioler og kapillærer ind i de fire ventrikler. Væggene i ventriklerne er dækket af ependymale 
epithelceller. Disse ependymceller dækker også de fenestrerede kapillærer i plexus chorideus og 
styrer på den måde hvilke stoffer, der passerer fra blodet i kapillærerne i plexus chorideus og til 
CSF (se figur 6(2)). Ependymalcellerne er specialiserede, og det er ved sekretion fra disse, CSF 
dannes [Geneser, 2004, s.381, 382; Zheng & Chodobski (red.), 2005, s. 5].  
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Figur 6 Barrieresystemer i hjernen: 1) Blod-hjernebarrieren bestående af tight junction mellem endothelcellerne 
i kapillærene i hjernen. 2) Blod-cerebrospinalvæskebarrieren bestående af tight junction mellem 
ependymcellerne i plexus choroideus. 3) Barrieren ud mod centralnervesystemets overflade bestående af tight 
junctions mellem epithelcellerne i den midterste hjernehinde arachnoidea [Efter Taylor (red.), 2005, s. 3 ]. 
 
Nogle steder i forbindelse med ventrikelsystemet mangler BBB. Disse steder kaldes 
cirkumventrikulære organer (CVO) og her er kapillærerne ikke sammenknyttet af TJ [Bjarkarm, 
2004, s. 52; Moos & Møller, 2006, s.258]. Via de cirkumventrikulære organer kan nervecellerne 
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udsende hormoner til blodet eller optage stoffer fra blodet, der kan give informationer om blodets 
kemiske sammensætning [Moos & Møller, 2006, s.258].  
Selvom de CVO ikke er adskilt fra blodet, er der ikke fri passage for blodet til resten af hjernen 
gennem disse områder. De CVO er nemlig adskilt fra resten af hjernen ved en barriere dannet af 
gliaceller og fra CSF ved en barriere af ependymcellerne med TJ [Moos & Møller, 2006, s.258; 
Zheng & Chodobski (red.), 2005, s. 85-86]. 
 
Selvom astrocytter, pericytter og basalmembranen har en regulerende strukturel effekt på BBB, er 
TJ den eneste struktur i BBB, som udgør en fysisk barriere mellem CNS og blodet [Cereijido & 
Andersen, (red.), 2001].   
6.2.1 Tight junctions  
Som det tidligere er omtalt bindes tilstødende endothelceller i hjernens karvæv sammen af såkaldte 
tight junctions. Disse TJ har den funktion, at de kan forhindre paracellulær diffusion, og således 
sikre at uønsket transport af hydrofile molekyler over BBB ikke finder sted [Petty & Lo, 2002]. 
 
 
Figur 7 Skematisk fremstilling af de proteiner, der danner tight junctions. De cytoplasmiske proteiner zona 
occludens (1 – 3) forbinder cytoskelettet med de transmembrane proteiner occludin, claudin og junction 
adhesion molecule (JAM) [Petty & Lo, 2002] 
 
TJ er opbygget af en kombination af flere proteiner, hvoraf nogle findes i endothelcellernes 
cytoplasma, mens tre typer er transmembrane (se figur 7) [Petty & Lo, 2002]. Det første 
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transmembrane protein, der blev forbundet med TJ kaldes occludin. Det menes, at occludin krydser 
membranen fire gange. Da både C- og N-terminalen er på den intracellulære side af membranen, 
har occludin således to ekstracellulære løkker [Bauer et al., 2004]. Den første af de to 
ekstracellulære løkker har sandsynligvis relevans i forhold til sammenhæftningen af de to 
tilstødende endothelceller [Petty & Lo, 2002; de Vries & Prat, 2005 s. 49], selvom der menes, at 
occludins rolle i TJ primært er en regulering af passagen, og derfor ikke har ligeså vigtig en 
strukturel betydning [Yuki et al., 2006]. C-terminalen i occludin er bundet til flere cytoplastiske 
proteiner som fx zona occludens 1-3 (ZO-1, ZO-2 og ZO-3), der igen er bundet til cellens cytoskelet 
(se figur 6) [de Vries og Prat 2005].  
 
En anden type transmembrant protein i TJ er claudiner, der er en gruppe med mere end 20 
forskellige identificerede medlemmer, hvoraf 4 findes i CNS. Claudiner er små proteiner, der 
ligesom occludin krydser membranen fire gange, og dermed har to ekstracellulære løkker, idet både 
C- og N-terminalen er lokaliseret intracellulært (se figur 6). Den første ekstracellulære løkke er 
større og mere hydrofil end den anden, og formodes derfor at spænde over det paracellulære 
mellemrum, hvor den bindes til claudin i den tilstødende celles membran [Bauer et al., 2004; Petty 
& Lo, 2002]. De forskellige typer claudin kan danne homo- eller heterotypiske par, og 
sammensætningen af disse par menes at være afgørende for deres selektivitet [Dermietzel et al. 
(red.), 2006]. Ligesom occludin er claudin intracellulært forbundet til alle tre typer af ZO.  
 
Den sidste af de tre typer transmembrane proteiner i TJ hedder junctional adhesion molecules 
(JAM). Disse er molekyler, der har særlig relation til sammenhæftninger. Modsat occludin og 
claudin har JAM kun et enkelt transmembrant segment, hvilket medfører, at C-terminalen befinder 
sig intracellulært, mens N-terminalen ligger ekstracellulært. JAM tilhører familien immunoglobin, 
og på det store ekstracellulære hydrofile domæne er to immunoglobin-lignende løkker (se figur 6) 
[Petty & Lo, 2002]. Den præcise funktion af JAM er endnu ikke klarlagt, dog menes de at have en 
stor betydning i dannelsen af TJ, da studier har vist, at JAM forekommer før occludin og claudin. 
Yderligere menes JAM at have en funktion i forbindelse med migration af leukocytter [Bauer et al., 
2004].  
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7 Inflammation som følge af β-amyloid  
I de sidste årtier er der observeret ændringer af inflammatoriske markører i forbindelse med AD. 
Ved en inflammatorisk respons i hjernen vil komplementsystemet, som er en del af det medfødte 
immunforsvar mod patogene mikroorganismer, aktiveres, hvorved en kaskadereaktion bestående af 
flere proteinfaktorer vil forløbe [Janeway et al., 2005, s. 55; Bonifati & Kishore, 2007].  
 
In vitro forsøg har vist, at Aβ kan aktivere den klassiske- og den alternative aktiveringsvej i 
komplementsystemet [Emmerling et al., 2000; Weiner & Frenkel, 2006]. Endvidere har 
undersøgelser vist, at komplementsystemets aktivitet i hjernen ved AD er forhøjet, idet mRNA af 
flere af komplementproteinerne herunder C1q er opreguleret [Yasojima et al., 1999; Emmerling et 
al., 2000]. Studier bestyrker derfor, at en vedvarende inflammatorisk respons som følge af Aβ i 
hjernen er en af hovedårsagerne til AD [Bonifati & Kishore, 2007]. Ydermere understøttes dette af 
mere end 20 epidemiologiske studier, der alle viser, at anti-inflammatorisk medicin som fx 
ibuprofen reducerer risikoen for AD [Emmerling et al., 2000].  
 
Da Aβ aktiverer komplementsystemet, vil en gennemgang af den klassiske- og alternative 
aktiveringsvej foreligge. Endvidere vil der være en redegørelse for sammenhængen mellem Aβ og 
C1q samt af C1q’s struktur. 
7.1 Aktivering af komplementsystemet forårsaget af β-amyloid 
Komplementsystemet består af omkring 30 proteiner, som i centralnervesystemet er syntetiseret af 
astrocytter, microgliaer og neuroner, mens det til resten af kroppen primært dannes i leveren. De 
fleste komplementfaktorer cirkulerer rundt i en inaktiv form indtil de aktiveres, hvorved et aktivt 
site blotlægges [Goldsby et al., 2003, s. 300; Bonifati & Kishore, 2007]. Komplementsystemet kan 
aktiveres på tre forskellige måder: den klassiske vej, den alternative vej og via proteinet lektin 
[Bonifati & Kishore, 2007]. Alle tre aktiveringsveje resulterer i dannelse af enzymet C3 convertase, 
hvorefter kaskadereaktionen, der fører til et membran angribende kompleks (MAC), er den samme 
for alle tre aktiveringsveje [Goldsby et al. 2003, s. 300]. Idet Aβ kun aktiverer den klassiske- og 
alternative vej [Emmerling et al., 2000], vil lektinvejen ikke blive gennemgået yderligere i dette 
projekt. 
  
Komplementsystemet er som tidligere nævnt en kaskadereaktion, hvori der indgår flere proteiner 
kaldet komplementfaktorer. De enkelte faktorer angives som udgangspunkt med C (complement) og 
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derefter et tal (C1-C9), herudover kan de også angives med andre bogstaver (fx B og D) eller 
trivialnavne. Numrene angiver ikke den kronologiske rækkefølge af faktorernes aktivering, men i 
hvilken rækkefølge de er blevet kortlagt. Når faktorerne spaltes af et enzymkompleks, angives 
fragmenterne endvidere med et lille a eller b (fx C2a eller C2b) [Goldsby et al., 2003, s. 300].  
7.1.1 Den klassiske aktiveringsvej    
Den klassiske aktivering kan ske på to måder. Den umiddelbare aktivering sker ved dannelse af et 
immunkompleks, hvor antistoffet immunglobulin G- eller M binder sig til et antigen i 
celleoverfladen på de patogene mikroorganismer. Herved ændres dets struktur således, at det kan 
binde sig til komplement faktor C1q, som er en del af det større C1 kompleks. Aktiveringen kan 
også ske på baggrund af en interaktion mellem C1q og et molekyle, der ikke er et immunkompleks 
som fx Aβ. Aktiveringen kan ske ved plaques og oligomerer af Aβ ved, at genkendelsesdomænet 
C1q binder sig til Aβ enten via C1q’s globulære hoved eller hale (se figur 8), hvilket forårsager en 
autoaktivering [Francis et al., 2003; Rasmussen, 2005, s. 175; Nørby (red.), 2005; Bonifati & 
Kishore, 2007]. Dog har studier vist, at nogle ændringer i aminosyresekvensen af Aβ kan resultere i, 
at C1q ikke aktiveres [Emmerling et al., 2000].  
 
Figur 8 Rummelig opbygning af C1 komplekset, der er opbygget af C1q (rød), C1r (sort) og C1s (gul). C1q’s 
hoved og hale er desuden indtegnet [Efter Arlaud et al., 2002, s. 1002] 
 
Når C1q er blevet aktiveret, sker der en autoaktivering af C1r, som derefter aktiverer C1s. C1r og 
C1s er begge proenzyme proteaser, og sammen med C1q udgør de C1 faktoren, som er første 
komponent i den klassiske aktiveringsvej (se figur 8). Aktiveringen af C1 komplekset fører til 
spaltning af C4 og C2 til henholdsvis C4a og C4b samt C2a og C2b. C2a og C4b binder sig 
sammen og danner C3 convertase (C4b2a) (se figur 9) [Goldsby et al., 2003, s. 303-304; Bonifati & 
Kishore, 2007].  
 
C1q 
C1r 
C1s 
C1q hale 
C1q hoved 
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Figur 9 Den klassiske aktiveringsvej. Illustration af aktiveringen via C1q og den efterfølgende kaskadereaktion, 
der ender i dannelse af C3 convertase (C4b2a) [Emmerling et al., 2000; Goldsby et al., 2003, side 301]. 
7.1.2 Den alternative aktiveringsvej  
Den alternative aktivering kan ikke ske på baggrund af et immunkompleks, men derimod på grund 
af elementer i celleoverflader, der opfattes som fremmede for organismen. Dette sker normalt enten 
på baggrund af indtrængende bakterier eller ændringer i egne celleoverflader [Goldsby et al., 2003]. 
Imidlertid kan plaques også aktivere den alternative vej. De udgaver af Aβ med ændrede 
aminosyresekvenser, der ikke kan aktivere den klassiske vej kan aktivere den alternative vej via C3 
[Emmerling et al., 2000; Bonifati & Kishore, 2007].  
Ved den alternative aktivering vil C3, som indeholder en ustabil binding, være genstand for en 
langsom men spontan hydrolysering, hvorved der bliver dannet C3a og C3b. C3b kan binde sig til 
en celleoverflade og kan således binde komplement faktor B, så der blotlægges et ”site”, som 
fungerer som substrat for faktor D. Faktor D spalter derefter den C3b-bundne faktor B således, at 
der frigives et lille fragment Ba, der diffunderer væk og et Bb fragment, der binder sig til C3b (se 
figur 10). C3bBb har samme egenskaber som C3 convertase, og fungerer på samme måde, som den 
gør i den klassiske aktiveringsvej [Goldsby et al., 2003, s. 304-305].  
C1C1 
C4b2a  
C4 
Aβ oligomerer  
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C2b 
C2 
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Figur 10 Den alternative aktiveringsvej. Illustration af aktiveringen via C3 og den efterfølgende 
kaskadereaktion, der ender i dannelse af C3 convertase (C3bBb) [Emmerling et al., 2000; Goldsby et al., 2003, 
side 301]. 
  
Både den klassiske og alternative aktiveringsvej resulterer i, at der bliver dannet C3 convertase 
(C4b2a og C3bBb). C3 convertaserne hydrolyserer derefter C3 molekyler til C3a og b, og danner 
derved C5 convertase ved, at C3b binder sig til C3 convertasen [Goldsby et al., 2003, s. 304-305].   
C5 convertase spalter derefter C5 til C5a og C5b. C5a diffunderer væk, mens C5b binder sig til 
målcellen og danner udgangspunktet for MAC’s dannelsessted (se figur 11). Derefter binder C6 og 
C7 sig til C5b (C5b67). Hvis komplementreaktionerne har fundet sted på membraner eller 
immunkomplekser, er reaktionen indtil nu foregået på en hydrofil overflade. I dette tilfælde finder 
komplementreaktionen sted på Aβ. Idet C7 binder sig til C5b6, undergår komplekset en 
konformationsændring, så hydrofobe sites blotlægges. De hydrofobe sites fungerer som 
bindingssites for membranfosfolipider. Hvis reaktionen sker på en cellemembran, indsættes C5b67 
komplekset i fosfolipidernes dobbeltlag, hvorefter C8 bindes således, at der dannes en lille pore i 
membranen. Sidste trin i komplementsystemet foregår ved bindingen og polymeriseringen af C9 til 
C5b678 (se figur 11). Herved udvides poren gennem membranen, så ioner og små molekyler kan 
passere frit igennem, hvorfor cellen ikke kan opretholde dens osmotiske stabilitet og derfor dør på 
grund af influx af vand og elektrolytter (cytolyse) [Goldsby et al., 2003, s. 305-307; Janeway et al., 
2005, s. 69]. 
 
    
C3bBb
C3a
C3
Aβ plaques  
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B  D
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Figur 11 Den klassiske- og alternative aktiveringsvej og MAC dannelse. Illustration af begge aktiveringsveje 
samt efterfølgende kaskadereaktion hvor der dannes C5 convertase og derefter MAC [Goldsby et al., 2003, side 
301]. 
 
Hvis reaktionen ikke foregår på en målcelle, men derimod på et immunkompleks eller andre ikke 
cellulære overflader som fx Aβ, kan MAC-komplekset ikke sætte sig fast og frigøres i stedet. Frie 
MAC-komplekser kan sætte sig på membraner på celler i nærheden og resulterer i cytolysis heraf 
[Goldsby et al., 2003, s. 306]. Aktivering af komplementsystemet kan føre til celledød i neuronerne 
[Emmerling et al., 2000]. 
 
7.2 β-amyloid og komplementfaktor C1q 
Aβ kan som beskrevet tidligere både aktivere den klassiske- og den alternative vej, dog viser 
studier, at aktiveringen hovedsageligt sker via den klassiske vej på baggrund af C1q’s binding til 
Aβ [Emmerling et al., 2000] 
 
Den første reaktion fra komplementsystemet på begyndende Aβ aggregeringer er øget C1q 
produktion [Weiner & Frenkel, 2006]. Hos AD patienter er der således observeret en 11-80 gange 
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så høj koncentration af mRNA for C1q i forhold til ”raske” individer som følge af Aβ, i blandt 
andet cortex [Yasojima et al., 1999].  
 
Studier har dog vist, at der ses en lavere koncentration af frit C1q i CSF sammenlignet med en 
kontrol. Ydermere ses der et løbende koncentrationsfald af frit C1q i CSF, som synes at følge 
progressionen af AD. Dette kan skyldes, at der ses en sammenhæng mellem detekteringen af 
inflammatorisk markører herunder C1q, som er bundet til Aβ plaques således, at koncentrationen af 
frit C1q falder [Emmerling et al., 2000].  
 
Som beskrevet i kapitel 4 dannes der både Aβ40 og Aβ42, som begge kan aggregere. Aβ42 har et 
større potentiale til at aktivere komplementsystemet end Aβ40, selvom koncentrationen af Aβ42 er 
lavere end Aβ40. Dette skyldes β-sheet konformationen i Aβ42, som øger dannelsen af plaques 
[Emmerling et al., 2000].   
 
Grundet C1q’s struktur, som bliver gennemgået i afsnit 7.3, kan C1q binde sig til flere Aβ 
molekyler. C1q kan således facilitere dannelsen af plaques ved enten at binde sig til flere allerede 
formede Aβ oligomerer eller ved at binde sig til flere Aβ molekyler med β-sheets [Weiner & 
Frenkel, 2006]. Idet C1q er blevet detekteret i tidlige plaques, og derfor ofte er forbundet med 
begyndende Aβ aggregeringer, synes interaktionen mellem de to faktorer at være specifik 
[Emmerling et al., 2000].  
7.3 C1q’s struktur  
Som beskrevet i afsnit 6.1 tillader BBB kun gasser, hydrofobe molekyler samt molekyler med 
specifikke transport systemer at passere, hvorfor det er nødvendigt at vide mere om C1q’s struktur 
og opbygning. 
Selve C1q molekylet er en del af det større C1 kompleks på 760 kDA. C1 komplekset består af 
domænerne af C1q, C1s og C1r (se figur 8) [Arlaud et al., 2002; Gaboriaud et al., 2003].  
Humant C1q vejer 460 kDa og er opbygget af 18 polypeptidkæder, der består af tre grundlæggende 
kæder A, B og C [Reid et al., 1982]. Hver af de seks A-kæder vejer 29 kDa og består af 223 
aminosyrer, mens de seks B-kæder består af 226 aminosyrer og C-kæderne af 217 aminosyrer hver 
[Kishore & Reid, 2000; bilag 10]. Hver kæde har en kort (3-9 aminosyrer) N-terminal, der er 
efterfulgt af en kollagenlignende sekvens på omkring 81 aminosyrer og en globulær C-terminal på 
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omkring 135 aminosyrer kaldet gC1q. I C-terminalen samles de 3 polypeptidkæder til C1q’s 
globulære hoved også kaldet gC1q [Kishore & Reid, 2000]. 
I C1q’s kollagenlignende region er de seks A-, B- og C-kæder samlet i en fælles helix struktur. 
Herefter deler C1q sig i seks ”arme” hver med en A-, B- og C-kæde (se figur 12). 
                
Figur 12 C1q’s rummelig struktur ved Røntgenkrystallografi. Her ses de seks ”arme” og de tre typer 
polypeptider som C1q er dannet af, disse er farvet således at A-kæden er blå, B-kæden grøn og C-kæden er rød. 
[Efter Gaboriaud et al., 2003, s. 46980] 
 
Da C1 er et meget stort molekyle med flere hydrofile aminosyrer, antager vi, at det ikke kan passere 
BBB. For at kunne detektere en koncentrationsændring af C1q i blodet må BBB’s permeabilitet 
være øget i en sådan grad, at C1 kan passere. 
7.4 Komplementsystemet og kemisk signalering 
Som nævnt i afsnit 7.1, aktiveres komplementsystemet af plaques og oligomerer af Aβ. De tre 
peptider C3a, C4a og C5a, som fraspaltes ved aktivering af komplementsystemet, kaldes under et 
fælles navn for anafylatoksiner. Anafylatoksinerne minder om hinanden i struktur og funktion, idet 
flere sekvenser blandt andet C-terminalen er mere eller mindre ens hos alle tre. Mastceller, der både 
findes perifert og i centralnervesystemet, har specifikke receptorer for C3a og C5a [Falus (red.), 
2004, s. 121]. Mastceller er celler, der indeholder talrige granula med blandt andet histamin [Mak 
& Saunders, 2006, s. 38]. Bindingen af C3a og C5a til de specifikke receptorer på mastcellerne 
stimulerer en kraftig degranulering, hvilket medfører frigivelse af histamin (se figur 13). C4a kan 
ligeledes stimulere degranulering, men i mindre grad, da specifikke receptorer i mennesker ikke er 
dokumenteret [Falus (red.), 2004, s. 121]. Effekten af histamin vil blive beskrevet i afsnit 8.3. 
 
Ud over aktivering af komplementsystemet kan Aβ også aktivere astrocytter og mikrogliaceller. 
Mikrogliaceller er små fagocyterende celler i CNS. Astrocytter fungerer normalt som mekanisk 
støtte for neuroner og har derudover også en kemisk støttefunktion, idet de bidrager til at bibeholde 
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et stabilt ekstracellulært miljø [Geneser, 2004, s.359-361; Olesen, 2006; Farina et al., 2007]. 
Astrocytterne og mikrogliacellerne reagerer blandt andet på Aβ-aktiveringen ved at frigive en 
række stoffer heriblandt stofferne tumor necrosis factor (TNF)-α og interleukinin (IL)-1β [Hashioka 
et al., 2007]. De aktiverede mikrogliaceller danner desuden C1 [Emmerling et al., 2000] TNFα og 
IL-1β er begge såkaldte cytokiner, hvilket vil sige signalstoffer, der i stil med hormoner anvendes 
ved cellulær signalering. Frigivelserne af de to nævnte, samt et stort antal andre, cytokiner inducerer 
kaskadereaktioner af stort omfang, hvor mange af disse endnu ikke er undersøgt til fulde. Dette 
bunder blandt andet i, at flere af cytokinerne kan påvirke et antal forskellige receptorer, samt at 
ekspressionen af disse receptorer er reguleret af cytokiner. Det vil altså sige, at et givent cytokin kan 
have forskellige effekter afhængigt af sammensætningen af cytokiner i det område, hvor effekten 
udøves [John et al., 2003]. Flere studier tyder dog på, at TNFα og IL-1β begge aktiverer både 
mikrogliaceller og astrocytter. Dermed medfører tilstedeværelsen af Aβ en selvforstærkende 
aktivering af mikrogliaceller og astrocytter resulterende i yderligere frigivelse af cytokiner (se figur 
13) [John et al., 2003; Farina et al., 2007]. 
  
Figur 13 Sammenhængen mellem komplementsystemet og kemisk signalering via TNFα, IL-1β og histamin, som 
er angivet med et H på figuren [Efter John et al, 2003; Farina et al., 2007; Hashioka et al., 2007].   
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8 Ændringer i blod-hjerne barrierens permeabilitet 
På grund af C1’s størrelse og hydrofile aminosyrer antager vi, som beskrevet i afsnit 7.3, at 
molekylet under normale omstændigheder ikke kan passere BBB. Hvis C1 skal kunne passere BBB 
er en øget permeabilitet derfor nødvendig.  På baggrund heraf vil vi i dette afsnit se på nogle af de 
stoffer, der kan øge permeabiliteten af BBB og har en sammenhæng med Aβ. 
Da homeostasen, som beskrevet, er essentielt for kontrol af influx og efflux af stoffer over BBB og 
dermed neuronsignalering, synes en ændret permeabilitet at være skadelig for hjernen. Studier har 
dog vist at inflamatoriske mediatorer kan påvirke permeabiliteten af endothelet. Dette tyder på, at 
endothelet, der udgør BBB, kan moduleres således, at permeabiliteten ændres [Abbott, 2000].  
8.1 Forskellige former for permeabilitetsændring af BBB 
Grundlæggende kan permeabilitetsændringen ske paracellulært eller transcellulært. 
Den paracellulære permeabilitet kan blandt andet påvirkes ved, at den passive spænding i de glatte 
muskelceller (muskeltonus) omkring endothelet reduceres således, at der sker en vasodilatation 
(udvidelse af kar). Dette fører til en øget belastning af de paracellulære tight junctions. Omvendt 
kan muskeltonus også øges således, at endothelet kontraheres, hvilket medfører et øget hydrostatisk 
tryk i arterien og dermed ligeledes en belastning af TJ. Ergo kan ændringer i muskeltonus i de glatte 
muskelceller, der omgiver arterierne, føre til et øget pres på de mellemliggende TJ og dermed øge 
den paracellulære permeabilitet [Abbott, 2000]. Et andet eksempel på, hvordan den paracellulære 
permeabilitet kan ændres, er ved modulering af de proteiner, der danner TJ mellem endothelcellerne 
[Petty & Lo, 2002]. 
Den transcellulære permeabilitet kan øges ved en stigning i pinocytosen over BBB. Ved pinocytose 
over BBB optages ekstracellulær væske ved endocytose fra lumen og frigives efterfølgende ved 
exocytose i CNS [Falus (red.), 2004, s. 267]. 
Eksempler på stoffer, der har en sammenhæng mellem plaques samt oligomere former af Aβ, og 
som kan ændre permeabiliteten, er cytokinerne TNF-α og IL-1β samt histamin [Abbott, 2002; Falus 
(red.), 2004, s. 264-271]. 
8.2 Cytokiner  
Flere studier har vist, at cytokiner som fx TNF-α og IL-1β øger permeabiliteten over BBB. Navnlig 
TNF-α menes at udøve denne effekt ved at ændre arrangeringen af aktin i cytoskelettet samt 
fordelingen af tight junction proteiner [Dermietzel et al. (red), 2006, s. 180, 250; Wolburg & 
Lippoldt, 2002; de Vries et al, 1996]. Derudover kan TNF-α øge den transcellulære permeabilitet. 
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Der vides ikke særlig meget om, hvordan TNF-α øger permeabiliteten, men det er sandsynligt, at 
det intracellulære signalstof nitrogenoxid (NO) spiller ind i de aktuelle signalveje (se figur 14) 
[Farkas et al., 2006]. 
 
Figur 14 TNF-α kan påvirke den paracellulære permeabilitet af blod-hjernebarrieren ved omarrangering af 
cytoskelletet. Derudover menes det, at TNF-α kan påvirke den transcellulære permeabilitet via endnu ikke 
klarlagte NO-afhængige veje [Dermietzel et al. (red), 2006, s. 180, 250; Wolburg & Lippoldt, 2002; de Vries et al, 
1996; Farkas et al., 2006] 
 
Som beskrevet i afsnittet 7.4 indgår histamin indirekte ved aktivering af komplementsystemet.  
Da komplementsystemet aktiveres ved plaques samt oligomere former af Aβ, vil vi derfor se 
nærmere på histamins indvirkning på permeabiliteten af BBB.  
8.3 Histamins påvirkning af Blod-hjernebarrierens permeabilitet 
Det er ikke fuldt ud accepteret, at histamin påvirker BBB, dog viser nogle studier, at histamin øger 
BBB’s permeabilitet [Sharma, 2004]. Eksempelvis har studier vist, hvordan den transendotheliske 
elektriske modstand over de kar, som ligger i pia mater, fra rotter falder ved øget koncentration af 
histamin. Sådanne in vivo forsøg bestyrker hypotesen om, at histamin øger BBB’s permeabilitet 
[Abbott, 2000].  
I hjernen kan histamin virke via en ligandbinding til en af følgende tre receptorer: H1R, H2R og 
H3R. Af disse vil vi kun se på H1R og H2R, da H3R kun menes at have indflydelse på 
neuronsignaleringen som neuroreceptor [Falus (red.), 2004, s. 89-96]. Modsat H3R menes det, at 
H1R og H2R har flere regulerende funktioner blandt andet af BBB’s permeabiltet [Sharma, 2004].  
Kapillær lumen 
CNS TNF-α TNF-α 
NO 
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Receptoren H1R er en Gq-proteinkoblet receptor. Når histamin binder sig til H1R, sker der en 
konformationsændring af H1R. Dette medfører, at Gq-proteinet aktiverer fosforlipase C (PLC). 
Enzymet PLC kan herefter spalte fosfatetidyl inositol difosfat (PIP2), hvilket fører til dannelsen af 
inositol trifosfat (IP3) og diacylglycerol (DAG) (se figur 15). DAG aktiverer protein kinase C 
(PKC). Frit IP3 stimulerer det glatte endoplasmatisk reticulum (sER) til frigivelse af Ca
2+-ioner til 
cytoplasmaet, hvilket medfører, at de potentialfølsomme calciumkanaler åbnes således, at der 
kommer en influx af Ca2+ fra det ekstracellulære rum. Den øgede koncentration af Ca2+-ioner i 
cytoplasmaet fører til aktivering af calcium/calmodulin-afhængige enzymer (CCE), hvilket øger 
syntesen af nitrogenmonooxid (NO). Den øgede mængde af NO aktiverer guanyl cyclase, hvorved 
der dannes mere cyklisk guanosinemonofosfat (cGMP) (se figur 15) [Falus (red.), 2004, s. 89-96].  
 
Receptoren H2R er en Gs-proteinkoblet receptor. Histamins ligandbinding til H2R fører til en 
konformationsændring af H2R således, at enzymet adenyl cyklase aktiveres (se figur 15) [Falus 
(red.), 2004, s. 89-96]. Dette enzym katalyserer dannelsen af det sekundære signalstof cyklisk 
adenosinmonophosphat (cAMP) ud fra ATP. cAMP kan aktivere protein kinase A (PKA) (se figur 
15) [Alberts et al., 2002, s. 858; Falus (red.), 2004, s. 89-96]. 
 
Figur 15 Venstre side af figuren viser den intracellulære signalvej, der igangsættes når histamin binder sig til 
H1R. Ved histamins kobling til H1R aktiveres en Gq-proteinafhængig signaleringsvej, hvorved der dannes 
cGMP og PKC. Højre side af figuren viser den intracellulære signalvej, der igangsættes når histamin binder sig 
til H2R. Ved histamins binding til H2R igangssættes en Gs-proteinafhængig signaleringsvej, hvorved der der 
dannes cAMP og PKA [Efter Falus (red.), 2004, s. 90]. 
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Endothelceller i hjernen har H1R og H2R præsenteret på den luminale- og abluminale membran. 
[Falus (red.), 2004, s. 264-271]. Det vil sige, at histamin kan virke på endothelcellerne fra begge 
sider af BBB. Det er imidlertid ikke entydig hvordan den intercellulære signalvej påvirker BBB’s 
permeabilitet [Sharma, 2004].  
I det efterfølgende vil vi redegøre for nogle af de forklaringer for, hvordan BBB’s permeabilitet 
påvirkes af de intracellulære signaleringsveje, som H1R og H2R igangsætter. 
8.3.1 Påvirkning af permeabiliteten via H2R 
Flere studier viser, at histamin kan øge permeabiliteten af BBB via H2R signaleringsvejen, 
hovedsagelig ved aktivering af adenylyl cyklase [Falus (red.), 2004]. En af forklaringerne på denne 
signaleringsvejs indflydelse på permeabiliteten er, at cAMP, der dannes af adenylyl cyklase, 
medvirker til fosforyleringen af proteiner i TJ via aktivering af PKA. Hvad denne fosforylering har 
af konsekvenser, er imidlertid usikkert. Nogle studier tyder dog på, at en øget fosforylering af 
occludin passer sammen med øget paracellulær permeabilitet [Cereijido & Anderson (red.), 2001, s. 
425, 374]. Dette understøttes af andre studier, der har vist, at PKA kan hæmme TJ dannelsen. Andre 
studier igen viser dog, at PKA kan hæmme TJ splittelsen [Cereijdo & Anderson, 2001, s.374]. At 
histamin kan øge den paracellulære permeabilitet over BBB ved bindingen til H2R understøttes 
også af studier, som viser, at den transendothele elektiske modstand over piale kar sænkes ved 
påvirkning med histamin [Abbott, 2000]. 
8.3.2 Påvirkning af permeabiliteten via H1R 
Histamin kan måske også påvirke permeabiliteten af BBB via H1R [Falus (red.), 2004]. Dette 
understøttes af studier, der har vist, at cGMP øger pinocytosen over BBB markant [Falus (red.), 
2004, s. 264-271]. Denne sammenhæng er også vist ved, at en frigivelse af NO fører til en øget 
permeabilitet af BBB [Mayhan, 1999]. 
Histamins binding til endothelcellernes H1R-receptorer kan altså gennem signalaktiveringsvejen 
øge mængden af cGMP og dermed øge den transcellulære permeabilitet 
Bindingen til H1R kan måske også påvirke den paracelulære permeabilitet. I hvert fald viser nogle 
studier, at PKC antagonister kan blokere en øget paracellulærpermeabilitet [Cereijido & Anderson 
(red.), 2001, s.374]. Dette tyder på, at PKC, der aktiveres ved histamins binding til H1R, kan øge 
den paracellulære permeabilitet.  
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Som vi allerede har antydet i disse afsnit om histamin, er mekanismerne bag histamins påvirkning 
af BBB langt fra entydig klarlagt. I ovenstående har vi prøvet at sammenstykke nogle af de 
forklaringer, som findes på mekanismerne bag histamins virkning.  
I det efterfølgende vil der i opstillingen af kausalmodellen tages udgangspunkt i de studier der tyder 
på at histamin øger permeabiliteten. Denne problematik vil blive taget op i diskussionen. 
 
Figur 16 Histamins indvirkning på blod-hjernebarrierens permeabilitet. Histamin kan binde sig til H1R 
receptorerne på endothelcellerne og øge den transcellulære permeabilitet over blod-hjernebarrieren ved at øge 
pinocytosen. Derudover kan histamin øge den paracellulære permeabilitet gennem bindingen til H2R 
receptorerne, da det medfører modulering af tight junctions [Efter Mayhan, 1999; Cereijido & Anderson (red.), 
2001, s.374; Falus (red.), 2004, s. 264-271] 
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9 Opstilling af kausalmodel 
 
Figur 17 kausalmodellen. Se tekst for forklaring. 
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De vigtigste pointer fra de foregående afsnit er i det følgende sammenfattet til en kausalmodel (se 
figur 17). Modellen har til formål at beskrive, hvorvidt ændringer i koncentrationen af 
komplementfaktoren C1q i blodet kan forventes som følge af Alzheimers sygdom. Da modellen er 
opstillet på baggrund af de foregående afsnit, henvises der til disse for en detaljeret forklaring af de 
enkelte delelementer. Henvisninger til kausalmodellen er angivet ved at referere til de forskellige pile- 
og stregers farver. Alle følgende henvisninger er således til figur 17. 
 
Som det fremgår af kausalmodellen, kan oligomerer af Aβ aktivere komplementsystemet via den 
klassiske aktiveringsvej (se rød), mens plaques kan aktivere komplementsystemet via både den 
klassiske- (se rød) og den alternative aktiveringsvej (se grøn). Derudover kan Aβ aktivere astrocytter 
og mikroglia til at frigive cytokinerne TNF-α og IL1-β. Disse cytokiner er i stand til at øge 
aktiveringen af astrocytter og mikroglia således, at der skabes en selvforstærkende effekt (se blå). De 
aktiverede mikroglia producerer C1 (se orange). 
Under aktiveringen af komplementsystemet frigives en række spaltningsprodukter heriblandt C3a, 
C4a og C5a, der er anafylatoksiner. Disse kan stimulere mastceller i hjernen til frigivelse af granula 
med histamin (se lyserød). Frigivelsen af histamin medfører en øget transcellulær og paracellære 
permeabilitet (se stiplet sort). Derudover kan cytokinerne TNF-α og IL1-β påvirke proteinerne i TJ, 
hvilket også øger BBB’s permeabilitet (se stiplet sort). Det antages, at den øgede permeabilitet 
muliggør passage af C1. 
9.1 Hypotese 
På baggrund af vores kausalmodel har vi udledt, at permeabiliteten af BBB øges i forbindelse med 
AD således, at C1 kan passere. Endvidere udledes det, at koncentrationen af C1q i CNS ændres i 
forbindelse med plaquesdannelse og oligomerer af Aβ. Undersøgelser har som tidligere beskrevet vist, 
at mRNA for C1q er opreguleret 11- 80 gange i cortex hos AD patienter [Yasojima et al., 1999]. Dog 
viser andre studier, at der ses et koncentrationsfald af frit C1q i CSF i takt med progressionen af AD 
[Smyth et al., 1994]. Da undersøgelserne derfor siger, at koncentrationen af C1q nogle steder i CNS 
formentligt er forhøjet, mens den andre steder er sænket, er det svært at forudsige i hvilken retning, 
den overordnede koncentrationsændring af C1q i CNS går.  
Samlet set er vores hypotese derfor, at koncentrationen af C1q i blodet ændres i forbindelse med 
plaquesdannelse og oligomerer af Aβ. 
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10 Eksperimentel afprøvning af C1q som biomarkør 
Ifølge hypotesen, som er udledt fra vores kausalmodel, vil der ved AD fremkomme en 
koncentrationsændring af C1q i blodet. Denne hypotese afprøves eksperimentelt ved en 
sammenligning af prøver fra vildtype mus med transgene mus (TG), der har mutationer i genet for 
APP og genet for PS1. Fra musene udtages cortex-, CSF- og blodprøver, hvori 
koncentrationsniveauet af C1q og Aβ ønskes undersøgt. Western blotting er den metode, der 
benyttes til at detektere tilstedeværelsen samt en eventuelt koncentrationsændring af C1q og Aβ i de 
forskellige prøver. 
10.1 Den transgene musemodel 
Ved arvelig AD kan der være mutationer i APP, hvilket ændrer den normale spaltningsproces 
således, at der enten sker en forhøjet produktion af Aβ40 og Aβ42 eller en specifik forøgelse af 
Aβ42, som beskrevet i kapitel 4 [Jankowsky et al., 2003]. De transgene mus, der anvendes i 
forsøget, har mutationer i genet for APP og PS1. Mutationen i APP kaldes Swedish mutation 
(APPswe), og giver ændringer i aminosyrerne 595 eller 596 [Jankowsky et al.,  2001].  
 
Forsøg på mus viser, at mutationer af PS1 favoriserer Aβ42 sekretionen uden, at Aβ40 mængden 
falder [Jankowsky et al., 2003]. I forhold til en mus, der blot har APPswe udtrykt, ses der en 
stigning i Aβ42 koncentrationen på 150 % når APPswe kombineres med PS1-dE9. En anden 
mutation i PS1(PS1-A246E) kombineret med APPswe, viser en stigning på 50 %. Forskellen i 
koncentrationen kan forklares ved, at der opstår Aβ aggregeringer tidligere i forløbet ved PS1-dE9, 
end der gør ved PS1-A246E [Jankowsky et al., 2003].  
Der findes således flere forskellige former for mutationer i PS1, men på baggrund af ovenstående 
anvendes der i projektet mus, der har mutationen kaldet PS1dE9, som giver den største og tidligste 
forøgelse af Aβ aggregeringer. 
Den valgte kombination af APPswe og PS1-dE9 giver plaques fra 6 måneders alderen og 
progressiviteten af plaques øges med tiden [Jankowsky et al., 2003]. Det viser sig endvidere ved 
forsøg med APPswe mus, at der i 2-3 måneders alderen sker en markant ændring af reguleringen af 
den cerebrale blodcirkulation. Derudover sker der også en svækkelse af vasodilatorerne, således at 
autoregulationen af blodkarrene i hjernen forstyrres. Denne cerebrovaskulære dysregulation viser 
sig at have en effekt på BBB således, at Aβ-fjernelsen fra hjernen er reduceret [Iadecola, 2004]. 
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De omtalte mutationer giver ikke musen AD men kun plaques, som også ses hos AD patienter. I 
følge Amyloidhypotesen medfører disse plaques til dannelse af tangels, hvilket er et af de andre 
neurologiske træk, der ses hos AD patienter. Tangels ses dog ikke i den transgene mus, hvilket 
muligvis skyldes, at musene ikke bliver gamle nok til, at de når at udvikle tangels. Andre mulige 
forklaringer kunne være, at musene ikke har humant tau tilstede, ikke har den fulde mængde af 
human-type inflammatoriske mediatorer eller måske har en anden neural følsomhed [Hardy & 
Selkoe, 2002].  
10.2  Western blotting 
Western blotting er en analysemetode til at undersøge tilstedeværelsen af bestemte proteiner i en 
given opløsning. Analysemetoden kan detektere et givent protein ud fra en samling af proteiner og 
give informationer om hvor stor eller lille koncentration, der er af det pågældende protein i celler, 
væv eller væske. Ud fra denne analysemetode er det altså muligt at kunne sammenligne forskellige 
proteinkoncentrationer. Brugbarheden af denne analysemetode er dog afhængig af kvaliteten af det 
primære antistof til det pågældende protein, der ønskes undersøgt. Hermed menes, hvor specifikt 
antistoffet er. Da for eksempel en enkelt celle består af ca. 300.000 forskellige proteiner, er det 
derfor altafgørende for resultatet, at antistoffet kun binder sig til det protein, der ønskes undersøgt 
[Wolfe, 1995]. 
 
I dette projekt er vi interesseret i at undersøge koncentrationen af de to proteiner C1q og Aβ i 
henholdsvis cortex, CSF og blod (serum). Dette er med henblik på at kunne sammenligne en mulig 
koncentrationsændring af de to proteiner i transgene mus med mutationerne APPswe og PS1-dE9 
med vildtype mus. Prøverne vil blive taget af mus i aldrene 3 og 9 måneder for yderligere at kunne 
sætte koncentrationsændringen i relation med musenes alder.   
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Figur 18 Western blotting metoden. Se forklaring af de enkelte trin i metoden i teksten [Chemicon, 2007a]. 
 
Cortex -, CSF- og blodprøver udtages fra musene, hvor det kan undersøges om C1q og Aβ indgår, 
og i hvor stor koncentration. De forskellige prøver fortyndes, hvorefter der til opløsningen tilsættes 
reagenset natrium dodecyl sulfat (SDS). SDS er et rensende middel der kan opløse hydrofobe 
molekyler og har et negativt sulfat molekyle tilknyttet, hvilket gør, at når en celle inkuberes i SDS 
opløses membranen og proteinerne bliver negativt ladet. Jo større proteinet er jo mere negativt 
ladede bliver de. Proteinerne denatureres og herefter køres en én-dimensionel gelelektroforese i en 
12 % Tris-Glycine SDS gel (bilag 1) ved 100 V i halvanden time. Der køres 2 gel med henblik på at 
adskille proteinerne. De proteiner, der undersøges for i de to gel er A-kæden i C1q samt Aβ. De 
vejer henholdsvis 29 kDa og 5 kDa (bilag 9 og 10). Ved denne proces adskilles proteinerne efter 
deres ladning således, at de alle bevæger sig mod den positive pol. Da proteinernes størrelse er 
forskellige resulterer dette i, at proteinerne ligger spredt i rækker med proteiner, der har samme 
størrelse eller er ens. Efter gelelektroforesen overføres proteinerne til en polyinyldiflorid membran 
(PVDF) ved 100mA i en time. På denne membran er proteinerne stadig spredt i samme mønster, 
som de var i gelen. På denne membran er proteinerne tilgængelige så et antistof kan binde sig til 
dem. Et primært antistof Aβ (A4) kanin anti-menneske tilsættes membranen, hvor der ønskes 
undersøgt for Aβ (bilag 9). Antistoffet Aβ (A4) kanin anti-menneske kan binde sig til både Aβ40 og 
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Aβ42. Antistof C1q-A (M120) kanin anti-mus tilsættes membranen, hvor der ønskes undersøgt for 
C1q (bilag 10). De primære antistoffer, der er tilsat, danner sammen med proteinerne et antistof-
protein kompleks. Herefter tilsættes et sekundært antistof ged anti-kanin konjugeret med enzymet 
Horse Raddish Peroxidase (HRP) til begge membraner. Et substrat, der også tilsættes 
membranopløsningen binder sig til HRP. Det tilsatte substrat synliggør proteinet efter fremkaldelse 
af membranen ved hjælp af lys. Intensiteten af substratet vil således afhænge af koncentrationen af 
de pågældende proteinekoncentrationer af henholdsvis C1q og Aβ (se figur 18) [Alberts et al., 2002, 
s. 487-488]. 
 
 
10.3  Resultater af eksperimentel afprøvning af C1q som biomarkør 
Første del af Western blotting metoden blev udført af post.doc. Rikke Lewinsky og 
laboratorieoverassistent Kirsten Olesen. De udtog cortex-, CSF- og serumprøver fra transgene mus 
på 3 og 9 måneder samt vildtype mus på 3 og 9 måneder. De loadede de forskellige prøver til en 12 
% Tris-Glycine gel og kørte en gelelektroforese (bilag 2 og 3). Herefter blottede de gelen over på en 
membran. Efter dette overtog vi forsøget og fortsatte Western blotting metoden.  
 
De transgene mus burde i ifølge afsnittet 10.1 udvikle plaques omkring 6 måneders alderen. Det kan 
dog være, at der allerede er frit Aβ eller oligomerer i 3 månederes alderen, og der derfor muligvis 
allerede kan ses en ændring af koncentrationen af Aβ her. Nedenstående forventninger er baseret på 
kapitel 4. Vi forventer en ændret Aβ aggregering hos den TG på 9 måneder sammenlignet med WT 
på samme alder. I cortex forventes det derfor, at intensiteten af båndet for TG er kraftigere end for 
WT, da der sker Aβ aggregering i cortex. I CSF forventes derimod en svagere intensitet i båndene 
for TG sammenlignet med WT, idet Aβ aggregeringerne sker i cortex, og derfor ikke kommer ud i 
CSF.  Det forventes ikke, at der er forskel på intensiteten af serumbåndene for TG og WT, idet APP 
er til stede i hele kroppen [Mattson, 2004] og andre studier har vist, at koncentrationen af Aβ42 i 
blodet hos AD patienter ikke er abnormt [Czarna et al., 2006]. 
På baggrund af afsnit 7.2 vil en øget Aβ aggregering resultere i en ændret koncentration af C1q i 
cortex og CSF. En ændret koncentration af C1q i cortex og CSF vil ifølge kausalmodellen føre til 
en ændret koncentration af C1q i blodet. For at kontrollere, at de mus, der anvendes er transgene, 
udføres først et kontrolforsøg, hvor koncentrationen af Aβ undersøges i alle prøver fra de enkelte 
mus. 
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I cortex forventes det, at koncentrationen af C1q er opreguleret hos TG på 9 måneder i forhold til 
WT på samme alder på grund af den øgede Aβ aggregering, og derved forventes et mere intenst 
bånd. Endvidere forventer vi, at koncentrationen af C1q i CSF hos TG på 9 måneder er lavere end 
WT på samme alder. Ydermere forventer vi, at koncentrationen af C1q i blodet er ændret hos TG på 
9 måneder sammenlignet med WT på samme alder.   
10.3.1 Forsøg 1 
Dette forsøg er ment som et pilotforsøg, idet det ønskes undersøgt, hvor meget protein, der skal 
loades i hver brønd og hvorledes de pågældende antistoffer vil reagere. Der er loadet 6 µL i hver 
brønd, hvor nogle af prøverne er fortyndet, hvilket giver forskellige proteinkoncentrationer af 
henholdsvis cortex-, CSF- og serumprøver (se tabel 2). Proteinkoncentrationerne er beregnet 
efterfølgende ud fra en standardkurve lavet ved dobbeltbestemmelse (appendix 4). I tabel 2 fremgår 
det, hvor meget de forskellige prøver var fortyndet i forhold til de direkte udtagne prøver. 
Kolonne  Alder i 
måneder 
Genotype Prøve Fortyndingsfor
hold 
Loadet 
proteinko
ncentratio
n µg/µL 
1   Markør   
2 3 WT Cortex 1:2 1,29 
3 3 TG Cortex 1:2 0,93 
4 9 WT Cortex 1:10 0,51 
5 9 TG Cortex 1:10 2,07 
6 9 WT CSF Ikke fortyndet Ikke 
målbar 
7 9 TG CSF Ikke fortyndet Ikke 
målbar 
8 3 WT Serum 1:2 18,75 
9 3 TG Serum 1:2 9,3 
10 9 WT Serum 1:10 6,3 
11 9 TG Serum 1:10 5,72 
12   Markør   
Tabel 2 Data fra forsøg 1. I tabellen er angivet hvilke prøver, der er loadet i de enkelte brønde samt alder, 
genotype, fortyndingsforhold og loadet proteinkoncentration. 
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10.3.2 Forsøgsresultater for Aβ – forsøg 1  
 
Figur 19 Membran med Aβ antistof, her er båndene med Aβ omkranset af en blå kasse. Molekylvægten af 
markørerne er angivet i kDa. 
 
I det efterfølgende er der taget udgangspunkt i de relative Aβ koncentrationer. 
Som tidligere nævnt vejer Aβ 5 kDa, hvorfor Aβ ligger placeret nederst i membranen i dette tilfælde 
ved Lysozyme, der i denne gel vandrer svarende til et protein på 16 kDa (bilag 8). Årsagen til, at 
Aβ ikke vandrer længere er, at der anvendes en 12 % Tris-Glycine gel. En 12 % gel er ikke beregnet 
til små proteiner, idet krydsbindingerne i gelen ikke er tætte nok og derfor ikke tillader så stor 
adspredelse af små proteiner. Det ville sandsynligvis have været mere optimalt at bruge fx en 18 % 
gel, da dette ville lade proteinerne vandre med større adspredelse [Mithelmore, 2007]. På 
membranen analyseres derfor den række af bånd, der ligger nederst i membranen (se figur 19).  
 
I kolonne 2 og 3, hvor der er loadet cortex prøver fra henholdsvis WT og TG på 3 måneder, er 
intensiteten af båndene ens. Idet der er loadet en tilnærmelsesvis ens koncentration af disse prøver, 
og intensiteten er ens, må TG og WT på 3 måneder have stort set den samme koncentration af Aβ. 
Derimod er intensiteten af bånd 5 sammenlignet med bånd 4, hvor der er loadet cortex prøver fra 
henholdsvis TG og WT på 9 måneder kraftigere. Idet der næsten er blevet loadet fire gange så 
meget protein i brønd 5 sammenlignet med brønd 4, kan det umiddelbart ikke konstateres, at TG på 
9 måneder har en øget koncentration af Aβ. Da der er blevet loadet forskellige 
proteinkoncentrationer i kolonnerne, er det heller ikke muligt at sammenligne intensiteten af 
båndene for 3 og 9 måneder. I de CSF-prøver, der er loadet i kolonne 6 og 7 samt serumprøverne i 
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kolonne 8, 9, 10 og 11, ses der ingen synlige bånd, da koncentrationen af Aβ heri er for lav til, at de 
kan ses (se figur 19).  
 
På baggrund af resultaterne fremgår det ikke klart, om Aβ aggregeringen er øget hos TG på 9 
måneder sammenlignet med WT på 9 måneder samt begge mus på 3 måneder. Idet der ikke er 
loadet lige meget protein i alle brøndene (se tabel 2), kan intensiteten af båndene ikke direkte 
sammenlignes. Det kan derfor ikke konstateres om de TG mus på 9 måneder, der anvendes har en 
øget Aβ aggregering.  
10.3.3 Forsøgsresultater for C1q – forsøg 1 
 
 
Figur 20 Membran med C1q antistof, her er båndene med C1q omkranset med en rød kasse. Molekylvægten af 
markører er angivet i kDa. 
I det efterfølgende er der taget udgangspunkt i de relative C1q koncentrationer. 
Som tidligere nævnt vejer C1q (A-kæden) 29 kDa, hvorfor C1q i membranen ligger imellem 
markørerne Carbonic Anhydrase og Myoglobin rød, idet de i denne gel vandrer som proteiner med 
en molekylvægt på henholdsvis 36 kDa og 22 kDa. På membranen analyseres derfor den række af 
bånd, der ligger imellem disse markører (se figur 20).  
 
I kolonne 2 og 3, hvor der er loadet cortex prøver fra henholdsvis WT og TG på 3 måneder, ses 
tydelige bånd umiddelbart med samme intensitet. Dog synes båndet i kolonne 2 at være en lille 
smule kraftigere end båndet i kolonne 3, hvilket kan skyldes, at der er blevet loadet lidt mere 
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protein i brønd 2. I kolonne 4 og 5, hvor der er loadet cortex prøver fra henholdsvis WT og TG på 9 
måneder har båndene tilnærmelsesvist samme intensitet, dog er de meget svagere end bånd 2 og 3. 
Imidlertid synes båndet i kolonne 5 at være en lille smule kraftigere end båndet i kolonne 4, hvilket 
kan skyldes, at der er blevet loadet mere protein i brønd 5. I serumprøverne, der er loadet i kolonne 
8 til 11, er der generelt blevet loadet en for stor mængde protein (se tabel 2), hvilket påvirker 
vandringen af proteiner i kolonnerne fra 6 til 11. Dette kommer til udtryk ved, at rækkerne af bånd 
er vandret skævt og heller ikke lige langt. I blodet findes en høj koncentration af proteinet albumin, 
og idet der fremkommer nogle meget voldsomme bånd i serumprøverne, kan det tænkes, at C1q 
antistoffet kan binde sig til albumin, og at C1q antistoffet derfor ikke er specifikt nok [Mitchelmore, 
2007]. Det ser dog ikke ud til, at der er nogle synlige bånd i kolonne 6 og 7, hvor CSF prøverne er 
loadet. Idet der er blevet loadet for meget protein, synes det muligt, at de serumbånd, der dog ikke 
ligger helt i samme række som hos cortexprøverne i kolonne 2 til 5 alligevel er C1q. Intensiteten af 
båndene i kolonne 8 og 9, hvor der er loadet serumprøver fra henholdsvis WT og TG på 3 måneder 
ser lige kraftige ud. Idet der er loadet næsten to en halv gang så meget i kolonne 8, synes det 
sandsynligt, at koncentrationen af C1q så er størst hos TG. I kolonne 10 og 11 ses der også bånd af 
samme intensitet, imidlertid er de en del svagere sammenlignet med bånd 8 og 9. I brønd 9-11 er 
der loadet cirka den samme mængde protein, dog er mængden af loadet protein i brønd 8 væsentligt 
højere (se figur 20).  
 
Efter at have strippet membranerne for Aβ- og C1q antistof tilføres antistof for transferrin. 
Transferrin er et protein, der forekommer i alle prøverne. Idet transferrin vejer 79 kDa aflæses 
rækken af bånd, der er placeret mellem BSA og Glutamic Dehydrogenase, da de vandrer som 
proteiner, der henholdsvis vejer 98 kDa og 64 kDa i denne gel. Idet der er loadet samme mængde af 
protein i de to membraner burde intensiteten af fx bånd 2 i de to membraner være ens. Ligeledes 
burde intensiteten af bånd 3 også være ens i de to membraner etc. Ud fra figur 21 og 22 kan det ses, 
at dette ikke er tilfældet. Årsagen til, at intensiteten generelt er højere i membranen, hvor der før var 
tilført C1q antistof er højst sandsynligt fordi, membranen ikke blev strippet tilstrækkeligt. Dette 
understøttes af, at mønsteret for transferrin i høj grad ligner det for C1q antistof.   
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Figur 21 Membran med transferrin antistof på den membran hvor der før var tilsat Aβ antistof.  Båndene med 
transferrin er omkranset med en orange kasse. Molekyle vægten er angivet i kDa. 
 
 
Figur 22 Membran med transferrin antistof på den membran hvor der før var tilsat C1q antistof.  Båndene med 
transferrin er omkranset med en orange kasse. Molekyl vægten er angivet i kDa. 
 
Til sidst kan opløsningen tilsættes Ponceau rød, som farver alt protein på membranen, hvorfor de to 
membraner burde give det samme røde mønster.  
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Som det fremgår af figur 23 og 24 er mønstrene stort set ens, hvilket understøtter, at der er loadet de 
samme proteinkoncentrationer i de to gel.   
Ud fra forsøg 1 kan der ikke udledes en generel tendens for koncentrationen af Aβ og C1q, dels 
fordi der er blevet loadet for meget protein i brøndene, og dels fordi der ikke blevet loadet lige 
meget protein, hvorfor båndene ikke kan sammenlignes relativt.  
På baggrund heraf har det været nødvendigt at lave et nyt forsøg, hvor der loades lige meget protein 
i de enkelte brønde. Ved at betragte båndene i forsøg 1 synes en loadet koncentration på ca. 1,5 
µg/µL at give de tydeligste bånd og pæneste vandring, hvorfor denne koncentration anvendes i 
forsøg 2. Ved at loade den relativt samme mængde protein er der større sandsynlighed for at kunne 
sammenligne intensiteten af de forskellige bånd og dermed koncentrationen af Aβ og C1q i de 
forskellige prøver. 
10.3.4 Forsøg 2 
I dette forsøg har vi selv udregnet, hvor meget de forskellige prøver skulle fortyndes for at opnå 
proteinkoncentrationen på 1,5 µg/µL (appendix 2 og 3). 
I forsøg 2 er der kun anvendt cortex- og serumprøver, idet der ikke var mere CSF-prøve tilbage. 
 
 
 
 
 
  
Figur 24 Membran hvor der tidligere er tilsat 
antistof for Aβ, nu farvet med Ponceau rød. 
Figur 23 Membran hvor der tidligere er tilsat 
antistof for C1q, nu farvet med Ponceau rød. 
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Kolonne  Alder i måneder Genotype Prøve Loadet proteinkoncentration µg/µL 
2   Markør  
3 3 WT  Cortex 1,5 
4 3 TG  Cortex 1,5 
5 9 WT  Cortex 1,5 
6 9 TG  Cortex 1,5 
7 3 WT  Serum 1,5 
8 3 TG  Serum 1,5 
9 9 WT  Serum 1,5 
10 9 TG  Serum 1,5 
11   Markør  
Tabel 3 Data fra forsøg 2. I tabellen er angivet hvilke prøver, der er loadet i de enkelte brønde samt alder, 
genotype og loadet proteinkoncentration. 
10.3.5 Forsøgsresultater for Aβ – forsøg 2 
Her er der ikke opnået brugbare resultater. 
10.3.6 Forsøgsresultater for C1q – forsøg 2 
 
Figur 25 Membran med C1q antistof, her er båndene omkranset af en rød kasse. Molekylvægten for markørerne 
er angivet i kDa. 
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I det efterfølgende er der taget udgangspunkt i de relative C1q koncentrationer. 
Igen aflæses rækken af bånd midt imellem markørerne mellem 36 kDa og 22 kDa, hvor C1q er 
placeret. I kolonne 3 til og med 6, hvor der er loadet cortexprøver fra henholdsvis WT og TG på 3 
og 9 måneder ses ingen synlige bånd. Dette kan skyldes, at cortexprøverne har været frosset ned og 
derefter tøet op. Cortex kan have været sammenklumpet, hvilket kan have resulteret i, at der kun har 
været udtaget væske fra prøverne og ikke cortex. Det er i cortex, hvor koncentrationen af C1q er 
højest og hvis dette ikke er blevet loadet vil C1q ikke være at finde. I kolonne 7 og 8, hvor der er 
loadet serumprøver fra WT og TG på 3 måneder, ses der tydelige bånd. Bånd 8 synes dog at være 
en del kraftigere end bånd 7. Idet der er loadet lige meget protein i de to brønde må prøven fra TG 
på 3 måneder relativt indeholde en større andel C1q af den samlede proteinmængde, og dermed 
udgør C1q en større procentdel af TG prøven i forhold til WT på 3 måneder. I kolonne 9 og 10, 
hvor der er loadet serumprøver fra WT og TG på 9 måneder, er bånd 9 længere end bånd 10, mens 
bånd 10 er bredere end bånd 9. På baggrund heraf er det svært at vurdere, om de har samme 
intensitet. Dog er bånd 9 og 10 generelt meget svagere end bånd 7 og 8, hvorfor C1q udgør en 
relativ større andel af den samlede proteinmængde hos de 3 måneder gamle mus i forhold til de 9 
måneder gamle mus. Idet bånd 8 er det kraftigste serumbånd indeholder prøven fra TG på 3 
måneder den relative største andel C1q af den samlede proteinmængde (se figur 25).  
 
I forsøg 2 er der ikke anvendt transferrin. Derimod blev Ponceau rød tilsat som før, hvilket gav 
følgende resultater (se figur 26)  
 
Figur 26 Membraner fra forsøg 2 med Ponceau rød. 
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Som det fremgår af figur 26 er mønstrene stort set ens, hvilket understøtter, at der er loadet de 
samme proteinkoncentrationer i de to gel. Det er bemærkelsesværdigt, at membranen, hvor der er 
tilsat antistof for Aβ, ikke gav brugbare resultater, idet den tilsatte Ponceau rød viser, at der er 
loadet samme mængde protein. Dette kan skyldes, at membranen er blevet vendt om på et tidspunkt 
i forsøget. Derved kan antistoffet for Aβ ikke binde sig til proteinerne, idet antistoffet ikke bliver 
tilsat til den side af membranen, hvor proteinerne er blevet blottet.  
 
10.3.7 Måleusikkerheder ved forsøget 
Der er flere usikkerheder, der kan have spillet ind på de opnåede forsøgsresultater gennem 
forsøgsproceduren. Det er muligt, at der ved pipettering af de opløsninger hvorfra vi beregnede 
standardkurven kan have været nogle usikkerheder, idet det var forskellige personer, der udførte 
pipettering. I denne proces kan der muligvis været taget for lidt op i pipetten eller det kan være, at 
hele prøven ikke er kommet ud af pipetten og ned i glassene. Alle gruppens medlemmer var 
involveret i pipetteringen, og derfor kan der have været en usikkerhed, idet vi i projektgruppen for 
det første ikke har erfaring og ikke har udført pipetteringen ens. Vores proteinkoncentrationer til 
forsøgene er beregnet ud fra denne standardkurve, og det kan det derfor have haft en indvirkning på 
det endelig output af forsøget (appendix 4). 
 
Ydermere er det muligt, at de loadede proteiner i brøndene i de forskellige gel til elektroforesen 
ikke har fået den eksakte mængde ned i brøndene. Her kan der igen have været usikkerheder med 
pipetteringen, og at de ikke har ramt præcist i brøndene så hele opløsningen ikke er kommet ned i 
brøndene. 
10.4 Diskussion af forsøgsresultater 
I sammenligningen af de forskellige proteinkoncentrationer skal der tages stilling til, hvorvidt den 
absolutte- og den relative mængde Aβ og C1q anvendes. I de gennemgåede resultater er der taget 
udgangspunkt i den relative koncentrationer af Aβ og C1q, der er loadet. Det vil sige, hvor stor en 
andel delmængden af C1q eller Aβ udgør af den samlede mængde protein, der er loadet til gelen. 
Det har ikke været muligt at tage udgangspunkt i den absolutte mængde loadede Aβ eller C1q i 
prøverne, idet det ikke kunne bestemmes, hvor stor en koncentration heraf, der var i den samlede 
proteinkoncentration. Ved den absolutte mængde menes der den eksakte koncentration af C1q eller 
Aβ. Idet den absolutte koncentration af Aβ og C1q ikke er bestemt, kan den koncentration, der vil 
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komme i de fortyndede prøver ikke bestemmes. Det vil sige, at der kan være tvivl om resultaternes 
gyldighed (se figur 27).  
 
Figur 27 Et eksempel på absolutte og relative værdiers indvirkning på den endelige proteinkoncentration af 
henholdsvis C1q og Aβ. 
Den absolutte koncentration af C1q er ens i prøve 1 og 2. Imidlertid bliver prøve 1 dog fortyndet for, at den 
samlede proteinkoncentration bliver den samme som i prøve 2. Herved bliver C1q koncentrationen dog også 
fortyndet således, at de relative koncentrationer ikke er ens i prøve 1 og 2.  
 
Den samlede proteinkoncentration, der er udtaget i den ene prøve kan være større end den anden 
prøve, men andelen af C1q eller Aβ kan i de to prøver være ens. Dette betyder, at hvis C1q er 
opreguleret men alle andre proteiner også er opreguleret vil det se ud som om, at C1q ikke er 
opreguleret (se figur 27). 
 
Ud fra membranen med Aβ antistof i forsøg 1 fremgår det, at koncentrationen af Aβ i cortex er den 
samme for WT og TG på 3 måneder. Det er dog ikke muligt at vurdere eller sammenligne 
koncentrationen af WT og TG på 9 måneder indbyrdes på grund af de meget forskellige protein 
loadinger. Endvidere kan koncentrationen af Aβ ikke sammenlignes mellem 3 og 9 måneder igen på 
grund af de meget forskellige proteinkoncentrationer. I CSF- og serumprøverne var koncentrationen 
af Aβ så lille, at de ikke blev udtrykt ved fremkaldelse af membranen.  
 
I forsøg 1 fremgår det af membranen med C1q antistof, at koncentrationen af C1q i cortex er den 
samme for WT og TG 3 måneder samt, at koncentrationen af C1q er den samme for TG og WT 9 
måneder i cortex. Endvidere kan det ses, at koncentrationen af C1q i cortex generelt er højere hos 
de 3 måneder gamle mus sammenlignet med de 9 måneder gamle mus. Ifølge afsnit 7.2 burde 
koncentrationen af C1q i cortex være den højeste hos TG på 9 måneder, hvilket dog ikke er 
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tilfældet. Ud fra de undersøgte prøver kan der ikke siges noget om koncentrationen af C1q i CSF, 
da koncentrationen heraf i prøverne var så lille, at det ikke kom til udtryk. Dette skyldes højst 
sandsynligt, at prøven med CSF generelt indeholdte en for lille mængde samlet protein. Prøverne 
med serum derimod viste, at koncentrationen af C1q umiddelbart er højest hos TG på 3 måneder 
sammenlignet med WT på 3 måneder. Endvidere synes WT og TG på 9 måneder at have samme 
koncentration af C1q i serum men, at koncentrationen alligevel generelt er lavere hos de 9 måneder 
gamle mus sammenlignet med de 3 måneder gamle mus. Der burde ifølge kausalmodellens 
hypotese ikke være en koncentrationsforskel hos de to mus på 3 måneder, dette er dog tilfældet, og 
det er TG, der har den største koncentration i serum. Den øgede C1q koncentration kan muligvis 
skyldes, at TG har haft en rift eller anden betændelsestilstand, som kan have forårsaget en perifer 
inflammatorisk respons og dermed øget koncentrationen af C1q i serum. Derudover kan den øgede 
koncentration af C1q i TG 3 måneder i følge afsnittet 10.1 skyldes, at der sker vaskulære ændringer, 
hvilket muligvis kan tænkes at fremprovokere en inflammatorisk respons, hvorfor koncentrationen 
af C1q stiger.  
 
Ud fra forsøg 2, hvor der er loadet samme proteinkoncentrationer i de forskellige brønde, er der 
desværre ikke kommet brugbare resultater for cortex og CSF med henblik på C1q. Det ses dog 
tydeligt, at koncentrationen af C1q er væsentligt højere hos TG på 3 måneder sammenlignet med 
WT 3 måneder i serum. Igen burde der ikke være en koncentrationsforskel hos de 3 måneder gamle 
mus ud fra kausalmodellens hypotese, men idet der er brugt den samme serumprøve fra den samme 
mus i begge forsøg, kan ændringen igen skyldes de førnævnte årsager. Endvidere synes WT og TG 
på 9 måneder at have samme koncentration af C1q i serum, men generelt en lavere koncentration 
heraf end de 3 måneder gamle mus.  
 
Ved at sammenligne serumprøverne for C1q fra forsøg 1 og 2 kan det ses, at tendensen er den 
samme for begge forsøg. Koncentrationen af C1q er altså højest hos TG på 3 måneder 
sammenlignet med WT på 3 måneder, og koncentrationen hos WT og TG på 9 måneder er den 
samme, dog generelt lavere end koncentration af C1q hos de 3 måneder gamle mus. I 
kausalmodellen hypotese forventede vi, at Aβ aggregeringer ville føre til en ændret koncentration af 
C1q i blodet (serum). Hvis dette er tilfældet burde det i vores forsøg fremgå, at koncentrationen af 
C1q er forskellig hos WT på 9 måneder sammenlignet med TG på 9 måneder, hvilket dog ikke er 
tilfældet. 
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Som tidligere nævnt kan der have været forskellige måleusikkerheder gennem forsøgsproceduren. 
Det kan derfor diskuteres om disse har haft en indvirkning på vores resultater af Western blotting, 
da der er flere faktorer, der kan have spillet ind på standardkurven. Standardkurven er dog lavet ud 
fra dobbeltbestemmelse, og kan derfor ikke have været fuldstændig misvisende (appendix 4).  
Da der i begge forsøg ses en øget koncentration af C1q i serum, der er væsentlig højere hos begge 
mus på 3 måneder i forhold til begge mus på 9 måneder, kan det tænkes, at der tale om en 
sammenhæng med aldersudvikling og aktiviteten af komplementsystemet.  
 
Det kan diskuteres om de opnåede resultater er brugbare, idet der kun kan tages udgangspunkt i de 
relative proteinkoncentrationer. 
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11 Diskussion 
I projektet er der blevet redegjort for de teorier og hypoteser, som udgør grundlaget for opstillingen 
af den kausale model. Efterfølgende er modellens hypotese efterprøvet eksperimentelt med henblik 
på at undersøge C1q’s anvendelighed som biomarkør.  
 
I diskussionen diskuteres kausalmodellens fuldstændighed og konsistens samt anvendeligheden af 
kausalmodellens hypotese. Med fuldstændighed menes, hvor detaljeret beskrivelsen af 
årsagssammenhængene er, og dermed er fuldstændigheden også en parameter for mangler i disse. 
Der vil derfor være en diskussion af manglerne i de enkelte dele af modellen samt kausalmodellen i 
sin helhed. I forsøget på at fuldstændiggøre beskrivelsen af årsagssammenhængene inden for 
modellen kan der opstå problemer, idet delvist uafhængige teorier sammenkædes i én samlet 
kausalmodel. Dette kan have konsekvenser for modellens konsistens, hvorfor disse problemer 
diskuteres. Ved modellens konsistens menes både, hvor modsigelsesfrie de enkelte dele er samt, 
hvor modsigelsesfri sammensætningen af disse er i modellen. Til sidst diskuteres kausalmodellens 
anvendelighed, idet der ses på forholdet mellem de eksperimentelle resultater og modellens 
hypotese.  
11.1 Kausalmodellens fuldstændighed og konsistens 
Grundelementerne i kausalmodellen udgøres af Amyloidhypotesen, ændringer i blod-
hjernebarrierens permeabilitet og C1q’s interaktion med Aβ, hvorfor disse modelbestanddele vil 
blive diskuteret. 
11.1.1 Diskussion af Amyloidhypotesen  
Som forklaret i kapitel 5 er der flere forklaringer på, hvordan AD opstår på molekylært niveau. Vi 
har i vores kausalmodel fulgt Amyloidhypotesen, da denne er den mest underbyggede. Der er 
imidlertid både iagttagelser, som underbygger hypotesen og iagttagelser, der umiddelbart modsiger 
hypotesen. 
 
Understøttende iagttagelser for Amyloidhypotesen er, at der i de familiære former af AD er fundet 
relationer til mutationer i både generne for proteinet APP og for enzymerne PS1 og PS2 samt en 
variant af genet for Apo E, hvilke alle er vigtige deltagere i Aβ dannelsen (se tabel 1). Fælles for 
disse er endvidere, at de alle fremmer dannelsen af Aβ42 [Tanzi, 2005; Gandy, 2005] 
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Sygdommen frontotemporal demens med parkinson-symptomer fremkommer ved mutationer i 
genet, der koder for tau proteinet. Ved denne sygdom ses markante ophobninger af tau i 
neurofibrillære tangles men ingen plaques. Dette understøtter Amyloidhypotesen, idet det dermed 
vises, at selv tilstedeværelsen af virkeligt markante neurofibrillære tangles ikke sætter gang i 
dannelsen af plaques. Plaques dannes derfor formentligt forud for neurofibrillære tangles i AD 
[Hardy & Selkoe, 2002] 
 
Resultater fra forsøg med transgene mus, der har en overekspression af både humant mutant APP og 
humant mutant tau, understøtter ligeledes Amyloidhypotesen. Disse mus har en øget mængde af 
tangles sammenlignet med mus, der kun har overekspression af tau, mens de ikke har øget mængde 
eller ændring i strukturen af plaques [Lewis et al, 2001] 
  
En iagttagelse, der umiddelbart modsiger Amyloidhypotesen, er at transgene mus med plaques, ofte 
ikke viser et tilsvarende tab i neuroner. Det har endnu ikke været muligt at forklare, hvorfor disse 
APP transgene mus ikke undergår neuralt tab, hvilket er en bekymring i forhold til 
Amyloidhypotesens konsistens. Imidlertid er der flere sandsynlige forklaringer på dette herunder: 
• at musene ikke eksponeres i samme tid som mennesker grundet deres korte levetid  
• at de måske har en anden neural følsomhed  
• at der i disse mus ikke er humant tau tilstede 
• at de ikke har den fulde mængde af human-type inflammatoriske mediatorer  
[Hardy & Selkoe, 2002]. 
Selvom der er sandsynlige forklaringer på, hvorfor de transgene mus ikke viser tilsvarende 
neurondød udfordrer dette Amyloidhypotesens konsistens og dermed kausalmodellens konsistens.   
 
Amyloidhypotesens forklaring er også langt fra fuldstændig. Som omtalt i kapitel 5 har det ikke 
været muligt at forklare dysfunktionen i nervesynapserne ud fra en virkemåde af en specifik 
neurotoksikologisk type af Aβ. Ved at tage udgangspunkt i en modificeret udgave af 
Amyloidhypotesen, der tillægger oligomererne en vigtigere rolle, kunne dysfunktionen i 
nervesynapserne måske forklares. Hvis dette er tilfældet ville Amyloidhypotesen fremstå mere 
fuldstændig. 
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I projektet har vi, fordi vi følger Amyloidhypotesen, gået ud fra, at AD er en sygdom, der begynder 
i centralnervesystemet. Som tidligere nævnt er Amyloidhypotesen imidlertid langtfra den eneste 
forslåede årsagsforklaring på AD. Et eksempel på en anden forklaring er den neurovaskulære 
hypotese. Denne foreslår, at dysfunktion af blodkarrene kan resultere i en forringet tilførsel af 
næring til neuroner og en reducering i Aβ-fjernelsen fra hjernen, hvilket kan være årsagen til de 
kognitive forringelser [Blennow et al., 2006]. Amyloidhypotesen beskriver plaques som 
udgangspunkt for sygdomsudviklingen. Da målet med opstilling af modellen er at finde en tidlig 
biomarkør for AD, er det problematisk for denne, hvis vi med Amyloidhypotesen tager 
udgangspunkt i noget, der ikke er den primære årsag til sygdommen.  
 
Det kan have betydning for den samlede kausalmodels almene gyldighed, at den bygger på 
Amyloidhypotesen, som hverken er fuldstændig eller helt konsistent.  
11.1.2 Diskussion af forklaringen på hvorledes histamin kan påvirke blod-
hjernebarrierens permeabilitet   
Der findes flere studier, der viser, at histamin kan påvirke BBB’s permeabilitet. Denne 
sammenhæng er gennem flere in vivo og in vitro forsøg blevet påvist, men årsagen til histamins 
påvirkning af BBB’s permeabilitet er langt fra forstået [Sharma, 2004]. I forsøget på at opstille en 
fuldstændig kausalmodel for sammenhængen mellem Aβ og ændringer af C1q i blodet, har en 
sådan forklaring været nødvendig. Vi har derfor måtte sammensætte flere uafhængige forklaringer 
om histamin til en sammenhængende forklaring på stoffets påvirkning af BBB’s permeabilitet. I 
denne proces har vi lavet flere antagelser, som kan diskuteres.  
 
For det første kan det diskuteres, om histamin aktiverer samme intracellulære signaltransduktion i 
endothelcellerne i BBB som i resten af kroppens celler. I projektet argumenteres for, at den 
intracellelære signaltransduktion, som stimuleres, når histamin binder sig til henholdsvis H1R- og 
H2R-receptorerne, også sker i endothelcellerne i CNS, da disse receptorer findes på 
endothelcellerne i BBB. Det har dog ikke været muligt at finde litteratur, som underbygger denne 
antagelse. Hvis slutproduktet for signaltransduktion i endothelcellerne i BBB ikke er det samme 
som i resten af kroppens celler, vil vi kun kunne argumentere ufuldstændigt for histamins 
påvirkning af BBB’s permeabilitet. At dette kan være tilfældet, ses ved, at nogle studier viser, at 
histamin kan øge endothelcellernes intracellulære cAMP-koncentration ved bindingen til H1R 
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[Petty & Lo, 2002; Abbott, 2000]. Dette indgår ikke i vores forklaring, som derimod viser, at 
bindingen til H1R fører til en øget mængde cGMP, som øger den transcellulære permeabilitet. 
Signaltransduktionsvejen for histamin er derfor ikke entydig, hvilket gør vores forklaring af 
histamins påvirkning af BBB inkonsistent. 
 
For det andet kan det diskuteres, om dannelsen af cAMP ved histamins binding til H2R-receptoren 
nødvendigvis medfører øget paracellulær permeabilitet. Der argumenteres i afsnittet om histamins 
påvirkning af BBB’s permeabilitet for, at dannelsen af cAMP har indflydelse på den paracellulære 
permeabilitet over BBB via PKA. Dette er gjort på baggrund af, at nogle studier har vist en 
sammenhæng mellem cAMP niveauet i endothelcellerne og BBB’s permeabilitet [Rubin & 
Staddon, 1999]. Der er imidlertid andre studier, som har vist, at histamin sænker permeabiliteten 
ved at øge den intracellulære cAMP koncentration [Petty & Lo, 2002; Ceredeijido & Anderson 
(red.), 2001 s.424]. Denne uoverensstemmelse kan skyldes, at cAMP er et generelt intercellulært 
signalstof. Dets funktion afhænger derfor i høj grad af koncentration og celletype. Når cAMP’s 
indflydelse på BBB’s permeailitet undersøges, vil udfaldet derfor afhænge af hvilke koncentrationer 
af histamin, som er brugt samt om undersøgelsen er in vivo eller in vitro. Da histamins 
protelyseringsgrad er pH-afhængig [Falus (red.), 2004, s. 19-23] vil den pH som et studie med 
histamin er udført ved også have betydning for forsøgets udfald. Da det ikke har været muligt i dette 
projekt at undersøge de mange studiers forsøgsbetingelser, kan vi ikke sige noget entydigt om de 
modstridende forklaringer, der findes omkring histamins påvirkning af BBB’s permeabilitet. 
 
Det er også uklart, om den mængde histamin vi antager, der frigives fra mastcellerne ved 
aggregeringer af Aβ, kan fremkalde en koncentration af cAMP i endothelcellerne, der har en reel 
indvirkning på proteinerne i tight junctions. Proteinerne i TJ kan tænkes at have en hvis tolerance 
overfor cAMP, da det er et generelt intracellulært signalstof. Det har i dette projekt ikke været 
mulighed at undersøge, om den mængde histamin, der frigives fra mastcellerne kan øge 
permeabiliteten af BBB. Det kan således være, at histamins indvirkning på den paracellulære 
permeabilitet skyldes andre forklaringer, hvorved vores kausalmodel er ufuldstændig.  
 
For det tredje kan det diskuteres om PKA kan fosforylere occludin og derigennem øge den 
paracellulære permeabilitet. Selvom flere studier tyder på, at fosforyleringen af occludin har en stor 
betydning for reguleringen af TJ og dermed den paracellulære permeabilitet [Rubin & Staddon, 
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1999; Petty & Lo, 2002; ], er det langt fra sikkert at PKA kan fosforylere TJ, og at dette øger den 
paracellulære permeabilitet [Ceredeijido & Anderson (red.), 2001,s 424; Denker & Nigam, 1998]. 
Denne tvetydighed i forklaringen af mekanismerne bag histamins påvirkning af BBB har derfor 
betydning for modellens konsistens.  
 
Den histaminfrigivelse, der påvirker BBB i vores model, foregår i CNS. Det fremgår dog af nogle 
studier, at H2R kun er luminalt præsenteret [Abbott, 2000]. Dette er ensbetydende med, at histamin 
kun kan aktivere disse receptorer, hvis det frigives perifert og dermed ikke som en følge af den 
inflammatoriske respons i CNS.   
 
Afslutningsvist kan det opsummeres, at histamin med stor sandsynlighed kan øge BBB’s 
permeabilitet. Dette understøttes af, at histamin kan øge vasodilationen af perifere kapillærer 
[Nørby (red.), 2005]. Dette kunne således også tænkes, at denne påvirkning også sker i kapillærerne 
i CNS.  
11.1.3 Diskussion af cytokiners indvirkning på BBB’s permeabilitet   
Som med histamin er det i projektet også søgt at finde en sammenhæng mellem cytokiner og 
påvirkning af BBB’s permeabilitet. Der er på dette område ligeledes flere studier, som bekræfter 
cytokinernes indflydelse på BBB’s permeabilitet, men årsagen er også her langt fra forstået. På 
trods af et større litteraturstudie har det ikke været muligt at beskrive en formodet sammenhæng. Da 
cytokinernes indvirkning på BBB’s permeabilitet er ufuldstændigt beskrevet, er det dermed et svagt 
led for modellens fuldstændighed.  
11.1.4 Diskussion af interaktionen mellem Aβ og C1q   
Undersøgelser viser, at mRNA for C1q ved AD er opreguleret i cortex [Yasojima et al.,1999], mens 
andre undersøgelser viser, at koncentrationen af frit C1q i CSF er faldende [Emmerling et al., 
2000]. Koncentrationsfaldet i CSF forklares ud fra, at C1q binder sig til plaques. Dette viser 
imidlertid, at der er fysiologiske mekanismer, som påvirker koncentrationen af det frie C1q i flere 
retninger. Det kan altså være svært at beregne om koncentrationsfaldet af C1q i CSF som følge af, 
at det binder sig til plaques overstiger opreguleringen af mRNA for C1q i cortex. Derudover kan der 
også være andre endnu ikke kendte fysiologiske mekanismer, der kan påvirke koncentrationen af 
frit C1q dels i CSF og dels i blodet. Dermed er det svært at forudsige, hvorvidt koncentrationen som 
følge af AD vil stige eller falde i blodet såvel som i CSF. Dette gør i høj grad kausalmodellens 
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hypotese ufuldstændig, idet den kun forudsiger en koncentrationsændring uden at angive retningen 
af denne. 
 
I opstillingen af kausalmodellen antages det, at en ændring i BBB´s permeabilitet vil medføre, at en 
koncentrationsændring af C1q i henholdsvis cortex og CSF vil kunne påvirke koncentrationen af 
C1q i blodet. Der er dog problemer med denne antagelse. Selvom koncentrationen af C1q falder i 
CSF, kan ændringen være så lille, at det ikke påvirker koncentrationen af C1q i blodet. Dette kan 
skyldes, at der i forvejen er en stor koncentration af C1q i blodet, hvorfor C1q burde passere fra 
blodet og over i CSF. Det deraf følgende koncentrationsfald kan dog være for lille til at kunne ses.  
11.2  Diskussion af den opstillede kausalmodels hypotese 
For at vurdere anvendeligheden af den opstillede kausalmodel sammenlignes hypotesen om, at der 
ved AD sker en ændring i blodets koncentration af C1q, med de opnående forsøgsresultater. 
Forsøget er således ikke en afprøvning af kausalmodellens gyldighed, men en afprøvning af 
modellens hypotese.  
Som det fremgår af kausalmodellen, forventer vi, at en øget aggregering af Aβ vil føre til en ændret 
koncentration af C1q i blodet. Idet de transgene mus udvikler plaques omkring 6 måneders alderen, 
forventes det, som tidligere nævnt, at de TG mus på 9 måneder har en ændret koncentration af C1q i 
blodet sammenlignet med de 9 måneder gamle WT mus.  
 
De eksperimentelle resultater stemmer ikke overens med hypotesen, idet der umiddelbart ikke er 
forskel på TG og WT mus på 9 måneder. Der kan være flere grunde til, at der tilsyneladende ikke er 
overensstemmelse mellem de eksperimentelle resultater og kausalmodellens hypotese. Først og 
fremmest er det eksperimentelle materialegrundlag meget spinkelt, idet hver kategori af prøver kun 
er repræsenteret ved én mus. Dog er der opnået samme resultater for de to forsøg med C1q i serum, 
hvilket understøtter, at selve udførelsen af eksperimentet herunder måleusikkerheder ikke har været 
årsag til, at der ikke opnås forsøgsresultater, der understøtter kausalmodellens hypotese. At 
forsøgsresultaterne umiddelbart ikke stemmer overnes med hypotesen afstedkommer følgende tre 
scenarier: 
• Forsøgsresultaterne er korrekte, og kausalmodellens hypotese er forkert. 
• Forsøgsresultaterne er forkerte, og kausalmodellens hypotese er korrekt. 
• Forsøgsresultaterne er korrekte, og kausalmodellens hypotese er også korrekt. 
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Hvis der i det første scenarium ses bort fra det begrænsede forsøgsgrundlag og det antages, at 
resultaterne er korrekte, ligger problemet i kausalmodellen. Der kan være flere årsager til, at 
hypotesen ikke er anvendelig. Dels kan modellen bygge på ufuldstændige teorier og hypoteser, og 
dels kan sammenhængen være ufuldstændig og inkonsistent således, at den resulterende hypotese er 
forkert. Et eksempel på dette kan være, at TNF-α, IL-1β og histamin kan øge permeabiliteten af 
BBB, men kun i et så begrænset omfang, at C1 ikke kan passere BBB, hvorfor koncentrationen af 
C1q i blodet ikke ændres. Hvis det antages, at TNF-α, IL-1β og histamin kan påvirke 
permeabiliteten af BBB i en sådan grad, at C1 kan passere vil dette resultere i, at andre stoffer også 
vil passere. BBB har som tidligere beskrevet i afsnit 6.1 til funktion at vanskeliggøre giftstoffers og 
bakteriers passage ind til nervevævet samt at regulere transporten af essentielle stoffer ind og ud af 
CNS [Moos & Møller 2006, s.258]. Hvis permeabiliteten øges i en sådan grad, at C1 kan passere 
kan det eventuelt resultere i, at BBB’s normale funktion umuliggøres. Hvis dette er tilfældet synes 
C1’s passage over BBB at være usandsynlig, hvorfor kausalmodellens hypotese er forkert.   
 
Andet scenarium er, at forsøgsresultaterne ikke afspejler virkeligheden og derfor kan afvises. Som 
beskrevet tidligere kan der være forskellige årsager til, at koncentrationen af C1q i serum kan være 
anderledes i de mus, der er blevet anvendt i forsøget, hvilket nemt giver et forkert billede, idet der 
kun bruges få forsøgsmus. Da kausalmodellen tager udgangspunkt i mennesker med AD, er der 
generelt nogle problemer ved at sammenligne med resultater, der er opnået ved forsøg med mus. 
Forsøgsmusene har ikke samme anatomi og fysiologi som mennesker. Yderligere har de transgene 
mus ikke AD på trods af, at de har de samme mutationer, som ses ved arvelig AD. 
Det kan på baggrund heraf være, at de forsøgsresultater, der er opnået, er forkerte og 
kausalmodellens hypotese alligevel er korrekt.  
 
Forsøgsresultaterne er baseret på en sammenligning af intensiteten af de fremkomne bånd i 
membranen, som er et udtryk for koncentration af C1q. På baggrund heraf er det vanskeligt at 
sammenligne båndene ved meget små koncentrationsforskelle. Ligeledes er det vanskeligt at 
vurdere de absolutte koncentrationer, idet der tages udgangspunkt i de relative koncentrationer i 
membranen. Eksempelvis kan koncentrationen af C1q fremstå mindre, hvis den samlede 
proteinkoncentration er mere forhøjet. Tredje scenarium er derfor, at der har været en 
koncentrationsforskel mellem prøverne fra TG og WT på 9 måneder men, at 
koncentrationsforskellen er så lille, at det ikke fremgår. Hvis dette er tilfældet udelukker forsøget 
 64
ikke kausalmodellens hypotese, idet modellen er kausal og ikke siger noget om hvor stor en 
koncentrationsændring, der forventes af C1q i blodet. Kausalmodellen kan stadig være ufuldstændig 
og inkonsistent, men alligevel munde ud i en korrekt hypotese.  
 
Begge vores forsøg hvor koncentrationen af C1q blev undersøgt viste, at TG på 3 måneder havde en 
højere relativ koncentration heraf. Hvis det antages, at den øgede koncentration af C1q ikke skyldes 
en rift eller lignende, kan det muligvis tænkes, at de tidligere nævnte vasolidære ændringer, der sker 
hos TG allerede i 3 måneders alderen, har en indvirkning på denne øgning.  
For at kunne diskutere om koncentrationsændringen i serum hos TG på 3 måneder skyldes en rift og 
lignende eller de vasolidære ændringer som følge af APPswe mutationer, skal det sammenlignes 
med mulige koncentrationsændringer af C1q i CSF eller cortex. Hvis der ses en 
koncentrationsforskel af C1q i cortex og CSF mellem WT og TG på 3 måneder, vil det bestyrke, at 
koncentrationsændringen af C1q i blodet ikke skyldes en rift eller lignende. Det er dog ikke muligt 
at diskutere dette, da der ikke er opnået brugbare resultater for C1q i cortex og CSF. Hvis det er 
tilfældet, at den øgede koncentration af C1q i blodet hos TG på 3 måneder dog skyldes de 
vasolidære ændringer, vil C1q muligvis kunne bruges som en endnu tidligere biomarkør for AD end 
tidligere antaget. C1q vil dog ikke kunne benyttes som en sen biomarkør for AD, idet der ikke ses 
nogen koncentrationsforskel mellem TG og WT på 9 måneder.  
 
Hvis vores forsøg havde været udført på en større mængde mus, ville det måske kunne vise, om 
C1q eventuelt kan bruges som en tidlig biomarkør. Forsøget ville imidlertid ikke kunne bruges til at 
af- eller bekræfte vores model, da denne modsat forsøget er kausal. Havde forsøget været baseret på 
et omfattende forsøgsmateriale, ville der, forudsat at C1q koncentrationen var ændret hos TG på 9 
måneder, være grundlag for videre forskning på højerestående vertebrater og i sidste ende 
mennesker.  
 
Målet med at undersøge cortexprøverne var at verificere, at koncentrationen af C1q er forhøjet i 
cortex hos TG på 9 måneder, hvilket kausalmodellens hypotese delvist bygger på. Som førnævnt er 
der forskel på mus og mennesker, og det ville derfor have været optimalt at udføre et pilotforsøg, 
hvor det blev undersøgt, om TG på 9 måneder har en opregulering af mRNA for C1q jævnfør 
individer med AD. I pilotforsøget skulle derfor undersøges udtrykket af mRNA for C1q og ikke 
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koncentrationen af C1q. Hvis forsøget viste, at mRNA for C1q var opreguleret hos TG på 9 
måneder ville der være baggrund for at føre forsøget videre.  
 
Hvis resultaterne i vores eksperiment havde bestyrket den ud fra kausalmodellen opstillede 
hypotese, er det ikke nødvendigvis ensbetydende med, at kausalmodellen er korrekt. 
Kausalmodellen er opbygget af mange forskellige elementer, og selv hvis flere af disse er 
ufuldstændige og inkonsistente, kan den resulterende hypotese godt passe med virkeligheden af 
tilfældige årsager.  
 66
 67
12 Konklusion 
Der er forsøgt opstillet en kausalmodel med en resulterende hypotese om, hvorfor der kan ses en 
koncentrationsændring af C1q i blodet som følge af Alzheimers sygdom. Endvidere er hypotesen 
afprøvet eksperimentelt.  
Ud fra forsøgene ses det, at den relative koncentration af C1q i blodet er den samme hos TG og WT 
på 9 måneder samt, at den relative koncentration af C1q i blodet generelt er højere hos de 3 
måneder gamle mus. Ydermere fremgår det, at TG på 3 måneder har en højere relativ koncentration 
af C1q i blodet end WT på 3 måneder. Idet der ikke ses nogen forskel i den relative koncentration af 
C1q i blodet hos TG og WT på 9 måneder, kan kausalmodellens hypotese umiddelbart afvises på 
baggrund af de foreliggende forsøgsresultater. Dog er forsøgsgrundlaget så spinkelt, at det ikke 
alene kan danne grundlag for en sådan afvisning. Ydermere kan det ikke konkluderes, om C1q kan 
bruges som en mulig biomarkør til diagnosticering af AD. En afvisning eller bestyrkelse af 
hypotesens gyldighed samt C1q’s anvendelighed som biomarkør kræver derfor flere og mere 
omfattende studier.  
Da den eksperimentelle dimension af projektet ikke er en afprøvning af selve kausalmodellen, men 
dens hypotese, er det heller ikke muligt at konkludere, om den opstillede kausalmodel er gyldig. 
Kausalmodellen er opbygget af mange forskellige elementer, som hver især fremstår mere eller 
mindre ufuldstændige og inkonsistente. I opstillingen af modellen er flere kontroversielle elementer 
inddraget blandt andet den inflammatoriske respons’ påvirkning af blod-hjernebarrierens 
permeabilitet. Det kan konkluderes, at histamin kan påvirke permeabiliteten af BBB, men at 
retningen samt graden af påvirkningen som følge af AD er uvis. Hvis en endelig verificering af 
modellen skal laves, vil det derfor kræve, at alle delelementer af modellen efterprøves 
eksperimentelt i den sammenhæng de anvendes i modellen. Det kan derfor konkluderes, at det har 
været muligt at opstille en kausalmodel for koncentrationsændringen af C1q i blodet ved AD. Den 
opstillede model er dog hverken konsistent eller fuldstændig, hvorfor den ikke danner grundlag for 
at vurdere C1q’s potentiale som biomarkør til diagnosticering af AD.  
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13 Perspektivering 
Der er i dag ikke optimale diagnosticeringsmetoder for AD. For at stille en entydig samt tidligere 
diagnose i sygdomsforløbet er der brug for mere forskning inden for biomarkører.  
I vores forsøg på at finde frem til en tidlig biomarkør til diagnosticering af AD er der dukket 
overvejelser op med hensyn til metoden, der bruges til at undersøge koncentrationen af C1q med.  
Anvendeligheden af metoden Western blotting afhænger først og fremmest af, hvor specifikt det 
benyttede primære antistof er. Det kan diskuteres, hvor god denne metode er til at vise en 
koncentrationsændring. Metoden Sandwich ELISA, hvor koncentrationen måles ud fra absorbans, 
er bedre til at bestemme absolutte proteinkoncentrationer. Idet der ved Sandwich ELISA bruges to 
antistoffer opnås endvidere en høj specificitet [Chemicon, 2007b]. Dog kan Western blotting 
eventuelt bruges som et pilotforsøg med henblik på at undersøge et givent antistofs specificitet, som 
derefter kan anvendes ved Sandwich ELISA.  
Idet vores forsøgsresultater ikke siger noget entydigt om, hvorvidt C1q kan bruges som biomarkør 
til diagnosticering af AD, er det relevant at gå videre i undersøgelsen med dette. Her til er der flere 
muligheder. Dette kunne fx være at lave et mere omfattende forsøg, der inkluderede et langt større 
antal mus, idet en større mængde mus vil give et bedre statistisk grundlag. 
Ydermere kan der være tvivl om, hvorvidt de transgene mus overhovedet er en god model for AD. 
Andre dyremodeller kunne eventuelt være at foretrække. Det mest optimale ville dog være at lave 
studier med mennesker. Der kunne for eksempel laves en såkaldt cohort undersøgelse, hvor enten et 
tilfældigt udsnit af befolkningen blev fulgt eller en gruppe af individer, der var arveligt betingede 
blev fulgt. Disse individer kunne således gå til kontrolmålinger fx hvert eller hvert andet år, hvor 
der blev målt koncentrationen af mulige biomarkører herunder C1q. De individer, som senere 
udviklede Alzheimers sygdom, kunne således give et indblik i de mulige biomarkører hvor 
koncentrationen var signifikant anderledes end kontrolpopulationen.  
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14 Ordliste 
Nedenstående ordliste er skrevet ud fra ”Klinisk ordbog” [Nørby(red.), 2005] og ”Biologiske 
fagtermer” [Rasmussen, 2005] såfremt andet ikke er angivet. 
  
Abluminale  Vende væk fra lumen, således at det vender væk fra et 
kars indre rum (se luminale). 
Aktivt sted (site) Et område på et enzym hvor et substrat bindes således, 
at aktiveringen og den kemiske reaktion kan finde sted. 
Amygdala  Område, som udgør en del af det limbiske system.  
Anafylatoksin Spaltningsprodukt, der fraspaltes ved aktivering af 
komplementsystemet. 
Antigen Et stof, der er fremmed for organismen og forårsager 
immunisering. 
Arachnoidea Den midterste af hjernens tre hinder – er ikke 
karførende. 
Arterioler De mindste pulsårer, der fører iltet blod det sidste 
stykke ud til kapillærerne. 
Astrocytter En klasse af støtteceller, der er en del af CNS. De 
menes at have en lang række funktioner i 
nervecellernes omgivende miljø. 
Autosomalt gen Gen, der ikke sidder på et af kønskromosomerne. 
β-sheets  Sekundær struktur for et protein.  
Beta amyloid (Aβ) Protein, der dannes ved spaltning af APP.  
Blod-
cerebrospinalvæskebarrieren 
Barrieren mellem blod og cerebrospinalvæsken. 
 
C-terminalen Den ende af molekylet, hvor der sidder en 
carboxylsyre.  
Centralnervesystemet (CNS) En samlebetegnelse for hjernen og rygmarven. 
Cerebrospinalvæske Den beskyttende væske omkring hjernen og 
rygmarven.  
Cirkumventrikulære organer Organer der omgiver ventrikler. 
Convertase  Et enzym, der fx katalyserer spaltningen af en 
komplementfaktor. 
Cytokin En bred biologisk samlebetegnelse for stoffer, der 
medierer den kemiske kommunikation mellem celler.  
Cytolyse  Proces der fører til sprængning af cellen. 
Dura mater Den yderste fibrøse hinde, som omkranser hjernen og 
rygmarven.  
Ekstracellulær Uden for cellerne. 
Endothelceller Epithelceller, der beklæder indersiden af blodkar. 
Endoplasmatiske reticulum 
(ER) 
En bestanddel af cellens cytoplasma, der hænger 
sammen med kernemembranen og som ofte er i 
forbindelse med cellens membran. Dens funktion er at 
transportere og syntetisere bl.a. proteiner, som indgår i 
cellemembranen.    
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Entorhinal cortex Hukommelsescenter i hjernen. 
Epithelceller Celler der dækker overflader, og udgør det yderste 
cellelag. 
Ependymale epithelceller De celler, der dækker væggene i ventriklerne. 
Exocytose  En procesbetegnelse, hvor der ved selve processen 
udskilles stoffer fra cellen. Dette sker ved, at en vesikel 
med de pågældende stoffer smelter sammen med 
cellemembranen, hvorved vesiklernes indhold frigives 
udenfor cellen.  
Facilitering En betegnelse for en fremskynding af en proces.  
Fagocytose  Proces, der fører til optagelse af større partikler. 
Fibril  Mikroskopisk trådlignende struktur. 
Fosforlipase  Et enzym, som fosforlyrer andre stoffer.  
Fosforlipider Fosforlipider findes i alle væv fx i cellemembranen. Er 
bl.a. opbygget af fosforsyre, fedtsyre og en alkohol. 
Frontotemporal demens En samlebetegnelse for en række demenssygdomme, 
der specielt rammer pande- og tindingelapperne 
[Demensnet, 2007]. 
Gelelektoforese  En metode til adskillelse af proteiner efter størrelse ved 
brug af elektrisk ladning. 
Gliaceller Støtteceller i nervesystemet. 
Granula  Granula er vesikler, der indeholder stoffer, som kan 
udskilles [Bioweb, 2007]. 
Hippocampus Et område i hjernen, der bl.a. styrer rummelig 
hukommelse.. 
Histamin Et signalstof, der indgår i immunforsvaret.  
Homoestase Evne til at opretholde et stabilt indre miljø i kroppen. 
Homologe Samme slags. 
Hydrolyse Proces, der fører til spaltning af et substrat under 
optagelse af vand. 
Hydrostatisk tryk Det tryk som en væske udøver i hvile. 
Hyperfosforylering Abnorm fosforylering. 
Ibuprofen Et smertestillende præparat, der kan virke 
antiinflammatorisk. 
Immunglobulin  Antistoffer, der spiller en vigtig rolle i immunforsvaret. 
Immunkompleks  Et makromolekyle, der dannes ved binding mellem at 
antigen og det tilsvarende antistof. Komplekset kan 
give anledning til aktivering af komplementsystemet. 
Inflammatorisk respons Organismens vigtigste forsvarsmekaniske mod en 
beskadigelse af væv samt svækkelse af årsagen hertil. 
Reaktionen skal begrænse og så vidt muligt genoprette 
skaden [Geneser, 2004, s. 233].   
Intracellulær Inde i cellerne. 
In vitro Forsøg, der forløber uden for organismen fx i et 
reagensglas. 
Isoform Stof med samme kemiske sumformel men forskellig 
strukturformel. 
Kapillær De mindste blodkar, som består af et lag 
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endothelceller. 
Katalyse Når en kemisk proces påvirkes således, at processens 
hastighed øges. 
Kognitive funktioner De intellektuelle funktioner fx hukommelsen og sprog. 
Komplementsystemet En del af det medfødte immunsystemet. 
Konformationsændring En ændring af den rumlige struktur.  
Luminale Vende ind mod lumen, dvs. at vende ind mod et kars 
indre rum. 
Leukocytter Hvide blodlegemer. 
Ligandbinding  En binding hvor et stof, ion eller molekyle bindes til et 
andet. 
Mastceller  Bindevævscelle, der indeholder et stort antal granula.  
Morfologi Læren om form. 
Microgliaer Støtteceller i centralnervesystemet, som kan ved 
beskadigelse udvikles til fagocyterende celler, der kan 
optage og fordøje større partikler. 
MAC Membran angribende kompleks. 
Microtubuli  En organel som findes i alle celler, der har til funktion 
at stabilisere cytoskelletet. 
Neurodegeneration Degeneration af nerveceller i hjernen. 
Neurofibrillære tangles Fibriller i neuroner. 
Nervesynapser  De kontaktområder, der er mellem to nerveceller. 
N-terminal Den ende af et molekyle hvor der sidder en 
aminogruppe. 
Oligomer Et makromolekyle, der er opbygget af enkelte enheder. 
Paracellulær Mellem cellerne. 
Patogen Fremkaldelse af sygdom. 
Peptid En aminosyrekæde bundet sammen ved hjælp af 
peptidbindinger, som er en kovalent binding mellem to 
aminosyre. 
Pericytter En celle der ligger uden for kapilærernes endothel hvis 
funktion menes at være kontraktil.   
Piale kar De kar som udgør pia mater, som er den inderste, 
tynde, karførende hinde omkring hjernen.  
Pia matar Den inderste karførende hjernehinde. 
Pinocytose  Proces der fører til en væskeoptagelse. 
Plaques Aβ aggregater. 
Plexus choroideus Tætsiddende, små trevlede indbugtninger i 
hjerneventriklerne, der indeholder en masse blodkar, 
som er dækket til med ephithelceller, som regulerer 
stofudvekslingen fra karrene til hjernevæsken.  
Polymeriseringen Dannelse af en polymer ved sammensætning af 
monomere. 
Polypeptidkæder En peptidkæde, der er sat sammen af flere peptider. 
Protease Enzym, der spalter polypeptider og proteiner. 
Sensitivitet  Udtrykkes som den andel af syge der ved prøven 
diagnosticeres som værende syge. 
Specificitet Udtrykkes som den andel af raske der ved prøven 
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diagnosticeres som værende raske.  
Subarachnoidalrummet Et rum i hjernen, som er fyldt med væske, hvis 
funktion er at beskytte hjernen mod stød. 
Synaptisk plasticitet Evnen til at ændre form. 
Tight junctions En meget tæt kontaktzone mellem naboceller i 
endothelet.  
Transgene mus En genmodificeret mus. 
Transmembrane Et protein, der går igennem cellemembranen. 
Transmitterstof  Et stof, der frigøres i en synapse som respons på et 
aktionspotentiale. Disse passere ved diffussion over 
smalle synaptiske kløfter og bindes til særlige 
receptorer. Dette kan enten have en exiciterende eller 
en hæmmende effekt på impulsdannelsen i den 
postsynaptiske nervecelle. 
Vasodilation  En udvidelse af kar. 
Ventrikler Betegnelse for hulrum i visse organer som fx i hjernen. 
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16 Figurliste 
Forside: Stumpe, 2007  
Figur 1. Oversat fra [Alzheimer’s association, 2007] 
Figur 2. Oversat fra [Gandy, 2005, s. 1122] 
Figur 3. Tegnet ud fra figur [Blennow et al., 2006, s. 390] og tekst [Hardy & Selkoe, 2002] 
Figur 4. Oversat fra [Medtronic, 2007] 
Figur 5. Oversat fra [Solvo, 2007] 
Figur 6. Oversat fra [Taylor (red.), 2005, s. 3] 
Figur 7. Tegnet ud fra tekst [Petty & Lo, 2002] 
Figur 8. Omtegnet efter [Arlaud et al., 2002, side 1002] 
Figur 9. Tegnet ud fra figur [Goldsby et al., 2003, side 301] og tekst [Emmerling et al., 2000] 
Figur 10. Tegnet ud fra figur [Goldsby et al., 2003, side 301] og tekst [Emmerling et al., 2000] 
Figur 11. Tegnet ud fra figur 9 og 10 samt [Goldsby et al., 2003, side 301] 
Figur 12. Omtegnet efter [Gaboriaud et al., 2003, s. 46980] 
Figur 13. Tegnet ud fra figur 11 samt [John et al, 2003; Farina et al., 2007; Hashioka et al., 
2007] 
Figur 14. Tegnet ud fra tekst [Dermietzel et al. (red), 2006, s. 180, 250; Wolburg & Lippoldt, 
2002; de Vries et al, 1996; Farkas et al., 2006] 
Figur 15. Tegnet ud fra tekst [Falus (red.), 2004, s. 90] 
Figur 16. Tegnet ud fra tekst [Falus (red.), 2004, s. 264-271; Cereijido & Anderson (red.), 2001, 
s.374; Mayhan, 1999] 
Figur 17. Tegnet ud fra figur 13, 14 og 16 
Figur 18. Oversat fra [Chemicon, 2007a] 
Figur 19. Forsøgsresultat 
Figur 20. Forsøgsresultat 
Figur 21. Forsøgsresultat 
Figur 22. Forsøgsresultat 
Figur 23. Forsøgsresultat 
Figur 24. Forsøgsresultat 
Figur 25. Forsøgsresultat 
Figur 26. Forsøgsresultat 
Figur 27. Egne refleksioner 
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17 Bilag 
Bilag 1 
Tris-Glycine SDS-PAGE gels 
Wear gloves. 
 
1. Prepare 800 ml 1X Tris-Glycine SDS running buffer (720 ml millipore H2O + 80 ml 10X Tris-
Glycine SDS running buffer). 
 
2. Remove the pre-cast gel from the pouch. 
 
3. Rinse the gel cassette with deionized water. Peel off the tape from the bottom of the cassette. 
 
4. Mark the position of the wells. Gently pull the comb out of the cassette. 
 
5. Rinse the sample wells with deionized water. Invert the gel and shake the gel to remove the 
water. Repeat two more times. 
 
6. Orient the two gels in the Mini-Cell such that the notched “well” side of the cassette faces 
inwards toward the Buffer Core. Seat the gels on the bottom of the Mini-Cell and lock into place 
with the Gel Tension Wedge.  
 
Note: If you are using only one gel, the plastic Buffer Dam replaces the second gel cassette. 
 
7. Fill the Upper Buffer Chamber with a small amount of the running buffer to check for tightness 
of seal. If you detect a leak from Upper to the Lower Buffer Chamber, discard the buffer, reseal 
the chamber, and refill.  
 
8. Once the seal is tight, fill the Upper Buffer Chamber (inner) with the 1X running buffer. The 
buffer level must exceed the level of the wells.  
 
9. Fill the Lower Buffer Chamber with 600 ml of the 1X running buffer. 
 
10. Prepare samples:  
 
6 µl protein extract (usally 10 -30 µg) in RIPA buffer 
7.5 µl 2X Tris-Glycine SDS loading buffer (may need warming to dissolve SDS) 
1.5 µl 0.5 M DTT 
15 µl  
 
Note: The protein extracts are stored frozen and put on ice. However, the samples with loading 
buffer are prepared at room temperature (otherwise the SDS will precipitate). 
 
11. Heat the samples 70oC for 10 min and spin briefly. Do not heat at 100oC as this leads to 
proteolysis. Load the samples immediately onto the gel and note the order of loading. 
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12. Load 10 µl SeeBlue Plus2 prestained protein molecular weight markers. The marker is supplied 
ready-to-load. Do not heat! 
 
13. Place the XCell SureLock™ Mini-Cell lid on the Buffer Core. With the power supply turned off, 
connect the electrode cords to the power supply [red to (+), black to (-) ].  
 
14. Run your gels according to the following protocol: 
  
Gel Type Voltage Expected 
Current* 
Run Time 
Tris-Glycine 
Gels (SDS-
PAGE) 
125 V constant Start: 30-40mA 
End: 8-12 mA 
90 minutes (dependent on gel type) 
Run the gel until the bromophenol 
blue tracking dye reaches the bottom 
of the gel. 
*Expected start and end current values are stated for single gels. 
  
Removing the Gel after Electrophoresis 
  
1.  After electrophoresis is complete, shut off the power, disconnect electrodes, and remove gel(s) 
from the XCell SureLock™ Mini-Cell. 
  
2.  Separate each of the three bonded sides of the cassette by inserting the Gel Knife into the gap 
between the cassette’s two plates. The notched (“well”) side of the cassette should face up. 
   
3.  Push down gently on the knife handle to separate the plates. Repeat on each side of the cassette 
until the plates are completely separated. 
  
Caution: Use caution while inserting the gel knife between the two plates to avoid excessive 
pressure towards the gel. 
  
4.  Carefully remove and discard one plate, allowing the gel to remain on the other plate. 
  
5.     If blotting, proceed to protocol without removing the gel from the plate.  
If staining, remove the gel from the plate by one of the methods: 
• Use the sharp edge of the gel knife to remove the bottom lip of the gel. The gel knife should 
be at a 90° angle, perpendicular to the gel and the slotted half of the cassette. Push down on 
the knife, and then repeat the motion across the gel to cut off the entire lip. Hold the plate 
and gel over a container with the gel facing downward and use the knife to carefully loosen 
one lower corner of the gel and allow the gel to peel away from the plate.  
• Hold  the plate and gel over a container with the gel facing downward. Gently push the gel 
knife through the slot in the cassette, until the gel peels away from the plate. Cut the lip off 
of the gel after fixing, staining, but before drying.  
• Fix and stain the gel as described. 
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Bilag 2 
Proteingeler og overførsel til PVDF-membraner: Forsøg 1 
Nedenstående prøver køres på 12% Tris-Glycine SDS geler ved 100 V i 1,5 time. 
Bemærk gelerne er helt ens! 
 
Bane Mus nr. Alder Genotype Prøve Fortynding Volumen 
1    Markør   
2 151 3 mdr. WT Cortex 1:2 6 µL 
3 155 3 mdr. TG Cortex 1:2 6 µL 
4 9 9 mdr. WT Cortex 1:10 6 µL 
5 11 9 mdr. TG Cortex 1:10 6 µL 
6 9 9 mdr. WT CSF Ingen 6 µL 
7 11 9 mdr. TG CSF Ingen 6 µL 
8 151 3 mdr. WT Serum 1:2 6 µL 
9 155 3 mdr. TG Serum 1:2 6 µL 
10 9 9 mdr. WT Serum 1:10 6 µL 
11 11 9 mdr. TG Serum 1:10 6 µL 
12    Markør   
TG: transgen, WT: vildtype (ikke transgen) 
Cortex og serum fortyndes i 8 M urea opløsning (8 M urea, 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 
pH 8). 
 
Efterfølgende overføres proteinerne til PVDF-membraner ved 100 mA i 1 time. 
Membranerne opbevares i milliQ-vand ved 4°C. 
 
Immunodetektion: 
Primære antistoffer (1:2.000 x fortynding): 
A. Aβ (A4) rabbit anti-human – 5 kDa 
B. C1q-A (M120) rabbit anti-mouse – 29 kDa 
 
Sekundært antistof (1:10.000 x fortynding): 
Goat anti-rabbit konjugeret med HRP 
 
 
Blottene strippes og farves med ”Ponceau red” 
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Proteingeler og overførsel til PVDF-membraner: Forsøg 2 
Nedenstående prøver køres på 12% Tris-Glycine SDS geler ved 100 V i 1,5 time. 
Bemærk gelerne er helt ens! 
 
Bane Mus nr. Alder Genotype Prøve Fortynding Volumen 
1       
2    Markør   
3 151 3 mdr. WT Cortex 1,72 6 µL 
4 155 3 mdr. TG Cortex 1,24 6 µL 
5 9 9 mdr. WT Cortex 3,47 6 µL 
6 11 9 mdr. TG Cortex 13,8 6 µL 
7 151 3 mdr. WT Serum 25 6 µL 
8 155 3 mdr. TG Serum 12,4 6 µL 
9 9 9 mdr. WT Serum 38,13 6 µL 
10 11 9 mdr. TG Serum 42 6 µL 
11       
12    Markør   
TG: transgen, WT: vildtype (ikke transgen) 
Cortex og serum fortyndes i 8 M urea opløsning (8 M urea, 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 
pH 8). 
 
Efterfølgende overføres proteinerne til PVDF-membraner ved 100 mA i 1 time. 
Membranerne opbevares i milliQ-vand ved 4°C. 
 
Immunodetektion: 
Primære antistoffer (1:2.000 x fortynding): 
C. Aβ (A4) rabbit anti-human – 4 kDa 
D. C1q-A (M120) rabbit anti-mouse – 29 kDa 
 
Sekundært antistof (1:10.000 x fortynding): 
Goat anti-rabbit konjugeret med HRP 
 
 
Blottene strippes og farves med ”Ponceau red” 
 89
Bilag 4 
Western Transfer Protocol 
  
XCell II™ Blot Module 
The XCell II™ Blot Module is a simple apparatus designed for blotting of mini-gels and is easily 
inserted into the XCell SureLock™ Mini-Cell in place of the gel/buffer core assembly. The module 
has rails to guide the unit into the mini-cell. The XCell II™ Blot Module is a semi-wet transfer unit 
and can be used to perform western transfer of two mini-gels using only 200 ml of transfer buffer. 
An efficient transfer is obtained, as the resistance is constant across the blotting electrodes 
producing uniform field strength. 
  
•  Wear gloves at all times during the entire blotting procedure to prevent contamination of gels and 
membranes and to avoid exposure to irritants commonly used in blotting procedures. 
Do not touch the membrane or gel with bare hands. This may contaminate the gel or membrane and 
interfere with further analysis. 
  
Materials Needed 
You will need the following items: 
• PVDF membrane (1/gel) and filter paper (2/gel) cut to size 
• Ethanol  
• Deionized water  
• 10X Tris-Glycine Buffer  
Experimental Outline 
  
Preparing Transfer Buffer 
Prepare 500 ml Transfer Buffer (0.5X Tris-Glycine Buffer containing 20% ethanol). 
  
Reagents                                                                                       
Tris-Glycine Buffer (10X)                            25 ml 
Ethanol                                                        100 ml 
Deionized Water                                          375 ml                               
Total Volume                                               500 ml                 
   
Preparing Blotting Pads 
Use ~ 300 ml Transfer Buffer to soak the blotting pads until saturated. Remove air bubbles by 
squeezing the blotting pads while they are submerged in buffer. Removing air bubbles is essential 
as they can block the transfer of proteins. 
  
Preparing Membranes  
• PVDF membrane: Pre-wet the PVDF membrane for 30 seconds in ethanol. Briefly rinse in 
deionized water and then place the membrane in a shallow dish containing transfer buffer 
for several minutes.  
• Filter paper: Soak briefly in transfer buffer immediately before using.  
• Gel: Use the gel immediately following the run (page 17) . Do not soak the gel in transfer 
buffer.   
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Transferring One Gel 
 
1. Open gel cassette. The gel should stick to one side of the cassette. Remove wells with the gel 
knife. 
 
2. Place a piece of pre-soaked filter paper on top of the gel. Keep the filter paper saturated with 
transfer buffer and make sure all trapped air bubbles are removed. Turn the plate over so the gel 
and filter paper are facing downwards over a gloved hand.  
  
3. Wet the surface of the gel with the transfer buffer and place pre-soaked transfer membrane on 
the gel. Remove any trapped air bubbles. 
 
4. Place the pre-soaked filter paper on top of the transfer membrane. Remove any trapped air 
bubbles. 
 
5. Place 2 soaked blotting pads into the cathode (-) core of the blot module. The cathode core is the 
deeper of the 2 cores and the corresponding electrode plate is a darker shade of gray. Carefully 
pick up the gel membrane assembly with your gloved hand and place on the pad in the same 
sequence, such that the gel is closest to the cathode plate (see figure below). 
 
   
 
6. Add enough pre-soaked blotting pads to rise 0.5 cm over the rim of the cathode core. Place the 
anode (+) core on top of the pads. The gel/membrane sandwich should be held securely between 
the two halves of the blot module ensuring complete contact of all components.  
 
Note: To ensure a snug fit, use an additional pad since pads lose their resiliency after many 
uses. Replace pads when they begin to lose resiliency and are discolored. 
 
7. Position the gel membrane sandwich and blotting pads in the cathode core of the XCell II™ Blot 
Module to fit horizontally across the bottom of the unit. There should be a gap of ~ 1 cm at the 
top of the electrodes when the pads and assembly are in place (see figure below). 
 
 91
  
 
 
8. Hold the blot module together firmly and slide it into the guide rails on the lower buffer 
chamber. The blot module fits into the unit in only one way, such that the (+) sign is seen in the 
upper left hand corner of the blot module. The inverted gold post on the right hand side of the 
blot module fits into the hole next to the upright gold post on the right side of the lower buffer 
chamber. 
 
Note: When properly placed, the rear wedge will not be flush with the top of the lower buffer 
chamber. There will be a gap between the rear wedge and lower chamber. 
 
9. Place the gel tension wedge such that the vertical face of the wedge is against the blot module. 
Push the lever forward to lock it into place. 
 
10. Fill the blot module with 1X Transfer Buffer until the gel/membrane sandwich is just covered in 
buffer. Do not fill all the way to the top, as this will generate extra conductivity and heat. 
 
11. Fill the Outer Buffer Chamber with ~650 ml deionized water by pouring in the gap between the 
front of the blot module and front of the Lower Buffer Chamber. The water level should reach 
approximately 2 cm from the top of the Lower Buffer Chamber. This serves to dissipate heat 
during the run.  
 
Note: If you accidentally fill the Outer Buffer Chamber with the transfer buffer, it will not 
adversely affect the transfer. The liquid in the Outer Buffer Chamber serves as a coolant. We 
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recommend adding deionized water to the Outer Buffer Chamber to avoid any exposure of the 
mini-cell to methanol as the mini-cell is susceptible to methanol. 
 
12. Place the lid on top of the unit. With the power turned off, plug the red and black leads into the 
power supply. Perform transfer using the Transfer Conditions on the next page. 
 
Transferring Two Gels 
  
1. Assemble the gel/membrane sandwich as described in steps 1-4 twice to make two 
gel/membrane sandwiches. 
 
2. Place two pre-soaked pads on cathode core of the blot module. Place the first gel/membrane 
sandwich on pads in the correct orientation, so the gel is closest to the cathode plate (see figure 
below). 
 
 
 
3. Add another pre-soaked blotting pad on top of the first membrane assembly. 
 
4. Position the second gel/membrane sandwich on top of blotting pad in the correct orientation so 
that the gel is closest to the cathode side. 
 
5. Proceed with Steps 6-12 as described in Transferring One Gel.  
  
Transfer Conditions 
The transfer conditions for Tris-Glycine gels are: 
  
25 V constant for 1 – 2 hours 
Start Current: 100 mA (do not allow to exceed 100 mA even if this means a lower voltage at start) 
End Current: 100 mA 
  
Note: If you use two blot modules, then the expected current will double.  
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Testing Transfer Efficiency 
The protein bands of SeeBlue® Plus2 Pre-stained Standard are covalently bound to a synthetic dye 
enabling the visualization of the protein standards during electrophoresis and after the transfer. The 
transfer efficiency is good, if most of the standard bands have transferred to the membrane.  
 
Note: High molecular weight standards do not always transfer completely. 
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Western Blot Dura (Pierce/Amersham) 
Note: Incubations/washes are performed at room temperature with rocking. Instructions are for 
PVDF membranes. Wear gloves! Do not let blots dry out! 
 
1. Following transfer, rinse blot briefly with H2O. If desired, blot can be stored in H2O at 4
oC 1-3 
days. 
 
2.  Incubate blot in 20 ml Blocking Buffer (see below) 30 min. 
 
3. Wash 2 x 2 min in 20 ml Wash Buffer. 
 
4. Dilute primary antibody in Dilution Buffer (e.g. 1:5000 dilution = 2 µl in 10 ml). Incubate with 
blot overnight at 4oC (for best results) or 1 hour at room temp. 
 
5. Wash 2 x 10 min in 20 ml Wash Buffer.  
 
6. Dilute Pierce’s secondary antibody-HRP conjugate (anti-mouse or anti-rabbit, depending on 
primary antibody) 1:2000 in Dilution Buffer (5 µl in 10 ml). Incubate with blot 1 hr. 
 
7. Wash 4 x 10 min in 20 ml Wash Buffer.  
 
8. Place blot on plastic wrap on a flat surface. Do not let blots dry out. 
 
9. Prepare a premix of 1.5 ml each Pierce’s Dura detection reagents. Minimise exposure of mixture 
to light. Pipette the premix evenly onto the blot and incubate 5 min. 
 
10. Lift blot and allow excess substrate solution to run off. Do not allow the membrane to dry out. 
Wrap blot in cling film. Smooth out bubbles or wrinkles.  
 
11. Blots may be imaged by placing them in contact with ECL or standard X-ray film. It is 
important to expose the membrane to film as soon as possible after incubating with detection 
reagents. Requires exposures of 2 -15 min.  
 
Preparation of Wash Buffer (PBS-T) 
Mix: 1 litre 1 x PBS + 1 ml Tween-20 (Final: 0.1%). Store at room temp.  
 
Preparation of Blocking Buffer 
Mix: 20 ml PBS-T + 1 g blocker (Amersham. Final: 5%). Prepare fresh.  
 
Preparation of Dilution Buffer 
Mix: 20 ml PBS-T + 0.5 g blocker (Amersham. Final: 2.5%). Prepare fresh (can be stored overnight 
at 4oC). 
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Stripping and Reusing Membranes 
This stripping procedure works with blotted PVDF membranes (Suck and Krupinska, 1996). All 
residual antibodies are removed from the membrane by first rewetting it in water and then briefly 
treating it with NaOH. Although repeated reprobing can lead to loss of signal, up to five reprobings 
generally are feasible. The blot should have been previously blocked with 5% nonfat dry milk prior 
to treatment. 
 
Materials:  
0.2 M NaOH 
 
1.  Wash blot 5 min in distilled water. 
 
2.  Transfer to 0.2 M NaOH and wash 5 min. 
 
3.  Wash blot 3 x 2 min in distilled water. Effective removal of NaOH is essential, otherwise 
the blocking reagent in subsequent steps coagulates. 
 
4.  Proceed with immunoprobing procedure. If desired, the stripped blot can be stored in 
H2O at 4
oC. 
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Protein Measurement (Bradford) 
The Bradford analysis is based on the observation that the dye, Coomassie Brilliant Blue G-250 V 
(a triphenylmethane drug of the magenta family), exist in two different colour forms, red and blue. 
The red form is converted to the blue form upon binding of the dye to protein. The colour-complex 
has an absorption maximum a 595 nm. The formation of the colour-complex is fast, 2-4 minutes ant 
he stability is good, about one hours. 
 
A standard curve is performed with a series of protein standards. The most used protein standard is 
serum albumin from cow – Bovine Serum Albumin (BSA). 
 
Standard curve: 
1. From a BSA-stock of 1 mg/mL, prepare a series of dilutions: 
 0 µL BSA (1 mg/mL) with 1 mL Bradford reagent 
 1 µL BSA (1 mg/mL) with 1 mL Bradford reagent 
 2 µL BSA (1 mg/mL) with 1 mL Bradford reagent 
 4 µL BSA (1 mg/mL) with 1 mL Bradford reagent 
 6 µL BSA (1 mg/mL) with 1 mL Bradford reagent 
 8 µL BSA (1 mg/mL) with 1 mL Bradford reagent 
 
 MAKE 2 OF EACH! 
 
2. Make sure the contents are mixed thoroughly and incubate the reactions 30 min in the dark 
at room temperature (put the tubes in a cupboard or cover with foil). 
Note: The colour reaction changes slightly with time. Therefore the time interval between 
addition of reagent and reading should be fairly constant for all samples. 
 
3. Transfer reactions to disposable cuvettes. 
 
4. Measure absorbance at 595 nm on the Eppendorf BioPhotometer. 
 
5. Make a standard curve plotting the absorbance against the protein concentration. 
Sample measurement: 
1. In Eppendorf tubes add 1 µL of protein sample to 1 mL Bradford reagent. Samples may 
need to be diluted (in H2O). 
 
2. Make sure the contents are mixed thoroughly and incubate the reactions 30 min in the dark 
at room temperature (put the tubes in a cupboard or cover with foil). 
Note: The colour reaction changes slightly with time. Therefore the time interval between 
addition of reagent and reading should be the same for samples as for standards. 
 
3. Transfer reactions to disposable cuvettes. 
 
4. Measure absorbance at 595 nm on the Eppendorf BioPhotometer. 
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18 Appendix 
 Appendix 1 
Proteinkoncentrationer til western blot – forsøg 1   
Serum 
Mus nr Fortynding Målt µg/mL Loadet µg/mL 
BSA   3.42/4.03 
151 (WT 3 mdr.) 1:10 (målt) 
1:2 (loaded) 
3,62/3,88 18,1/19,4 
155 (TG 3 mdr.) 1:10 (målt) 
1:2 (loaded) 
1,93/1,79 6,65/8,95 
9 (WT 9 mdr.) 1:10 
 
 6,07/6,52 
11 (TG 9 mdr.) 1:10  5,61/5,83 
    
 
Cortex 
Mus nr Fortynding Målt µg/mL Loaded µg/mL 
BSA    4,2 
151 (WT 3 mdr.) 1:2  1,41/1,17 
155 (TG 3 mdr.) 1:2  0,77/1,08 
Uff  
 1:10 (loaded) 
3,32/3,39 0,332/0,339 
1:2  (målt) 
1:10 (loaded) 
2,26 0,452 
9 (WT 9 mdr.) 
1:5 (målt) 
1:10 (loaded) 
1,12/0,92 0,56/0,46 
11 (TG 9 mdr.) 1:10  2.01/2.12 
 
Eksempel på beregning af loadet proteinkoncentration angivet i µg/mL. 
Serum – 151 (WT 3 mdr.): 1,18
10
1
2
1
62,3 =














⋅  
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 Appendix 2 
Fortyndinger i første western blot samt beregnede proteinkoncentrationer - forsøg 1 
Mus 
# 
Væv Fortynding 
målt på 
Koncentration 
(µg/µL) målt* 
Fortynding 
loaded 
Koncentration 
(µg/µL) 
loaded 
Koncentration 
(µg/µL) 
original 
151 Cortex 1:2 1,29 1:2 1,29 2,58 
155 Cortex 1:2 0,93 1:2 0,93 1,86 
9 Cortex 1:5 1,02 1:10 0,51 5,20 
11 Cortex 1:10 2,07 1:10 2,07 20,7 
151 Serum 1:10 3,75 1:2 18,75 37,5 
155 Serum 1:10 1,86 1:2 9,30 18,6 
9 Serum 1:10 5,72 1:10 5,72 57,2 
11 Serum 1:10 6,30 1:10 6,30 63,0 
* De målte koncentrationer er gennemsnittet af de to protein koncentrationsmålinger som er 
gennemgået i kolonnen ”loaded µg/mL” i appendix 1.  
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Fortynding til nyt western blot – forsøg 2 
Mus # Væv Koncentration 
(µg/µL) 
loaded 
Fortynding 
af original 
Volumen 
(µL) væv 
Volumen 
(µL) buffer* 
151 Cortex 1,5 1,72 10 7,2 
155 Cortex 1,5 1,24 10 2,4 
9 Cortex 1,5 3,47 10 24,7 
11 Cortex 1,5 13,8 10 128 
151 Serum 1,5 25 5 120 
155 Serum 1,5 12,4 5 57 
9 Serum 1,5 38,13 5 185,7 
11 Serum 1,5 42 5 205 
* Vævsprøverne fortyndes i Ureabuffer 
 
 
 104
 Appendix 4 
 
Standardkurven, der er lavet ud fra dobbeltbestemmelse. 
 
-100
-1.00
0.00
100
200
300
400
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
 
 
